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Comunicacion del Académico de Numero Dr. M. V. Ber-

nardo J. Carrillo*

Comparacion de metodos de diagnostico de la Tuberculosis

Bovina**

La tuberculosis bovina es una
enfermedadcronica, zoondtica, causa-
daporel Mycobacteriumbovis (M.bovis)
cuyo huésped primarioes elbovinoy
diversas especies de mamiferos.

El M. bovis causaenelganado
una enfermedad similar a la tuberculo-
sis humana, ocasionando pérdidas
economicas asociadas con una dismi-
nucion de la produccién de leche y de
carne, con importantes decomisos Yy
restricciones en el comercio interna-
cional de animales vivos y productos y
subproductos de origen animal. Estas
pérdidas econémicas y su importancia
en relacion con la salud humana son
factores prioritarios para encarar el
control y erradicaciéon de esta enfer-
medad.

La Argentina ha reaccionado
frente a esta enfermedad crénica y por
intermedio del Servicio Nacional de
Sanidad Animal (SENASA), del Institu-
to Nacional de Tecnologia Agrope-
cuaria (INTA), de Universidades y de
Asociaciones de Productores, ha ela-
borado un programa nacional para el
control y erradicacion de esta enfer-
medad (Resolucién 115/99).

En cuanto a la Salud Publica el
impacto es mayor en nifos que con-
sumen leche cruda y en los peones y
veterinarios que estan en contacto con
los animales, estando también ex-
puestos los trabajadores de la industria
de la carne.

La indole del problema hace
necesario llevar adelante planes de

"Recibido para publicacién el 29 de Junio de 2000.

control, para lo cual es indispensable
evaluar la efectividad de diferentes téc-
nicas de diagnostico que se caracteri-
cen por su sensibilidad, sencillez, bajo
costo y alta especificidad que minimi-
cen la posibilidad de falsos positivos y/
o falsos negativos cuya existencia se
convalidaporelaislamientoy tipificacion
del bacilo por técnicas de cultivo.

En una comunicacion anterior
Anales Academia Nacional de Agrono-
miay Veterinaria Tomo LIl - 1998 ya se
hapresentado unresumen de los resul-
tados obtenidos de la comparacion de
técnicas in vivo e in vitro ya indicando
que la prueba de PPD - intradermorea-
ccion, a pesar de sus inconvenientes,
seguia siendo la técnica de eleccion
para el diagnodstico de la tuberculosis
bovina y el saneamiento de rodeos y
que la técnica de ELISA resultaba una
buenatécnicacomplementariade PPD,
que permitié la detecciéon de animales
enfermos pero PPD negativos y cortar
asi lafuente de infeccion, lo que facilité
el seneamiento de los rodeos enestudio.
Estos resultados seran presentados y
actualizadospor el Dr. Sergio Garbaccio
en esta comunicacion como informe
final de la 1™ parte del Proyecto original.

Como se menciond oportuna-
mente el Proyecto continud en su 2%
parte a través de la busqueda de nue-
vos antigenos inmunidominantes de
M.bovis, lo que tiene como principal
finalidad obtener un producto que res-
ponda a un grado de sensibilidad y
especificidadque garantice enun futuro

** Proyecto de investigacién financiado por la Academia Nacional de Agronomlay Veterinaria (ANAV) con participacién del
CICV-INTA, Castelar, Académico responsable Dr. Bernardo J. Carrillo. Investigadores ejecutores del Proyecto: Dr. J. Pereira,
Dr. L. Villa, Dr. S. Garbaccio, Dra. Alicia Alito y Dra. Celia Antognali.
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técnicas de diagnoéstico lo suficiente-
mente confiables, reduciendo al maxi-
mo el error de condenar a animales
falsos positivos. Esta presentacion es-
tara acargo delaDra. Alicia Alito como
investigadora responsable de esta 2%
parte del Proyecto original.

Hace aproximadamente un mes,
el dia 6 de abril de 2000 se tuvo la
oportunidad de escuchar una confe-
rencia del Dr. M. Salman - Profesor de
Epidemiologia Veterinaria de la Uni-
versidad de Colorado Fort Collins -
Colorado - EE.UU. Esta conferencia
que fue patrocinada por la Academia
Nacional de Agronomiay Veterinariay
por el Centro Nacional de Investiga-
ciones Agropecuarias del INTA.
Castelar estuvo destinada a informar
sobre los avances de investigacion en
tuberculosis en los EE.UU. y su apli-
cacion en programas de control. Fue
interesante escuchar al Dr. Salman
quien en apretada sintesis ilustré so-
bre las opciones disponibles para los
programas de controlde latuberculosis
bovina y del estado actual del Progra-
ma de Control de la Tuberculosis Bovi-
na en EE.UU. como asitambién de los
obstaculos existentes para erradicar la
enfermedad. Informé también sobre
los diversos proyectos de investigacion
enmarchay de los avances entécnicas
de laboratorio particularmente en as-
pectos moleculares.

Esto permitié reafirmar la im-
portancia de esta enfermedad en sus
aspectos de Salud Publica, con su
renovada presencia debida al SIDA y
todas sus consecuencias sociales.

La presentacion del Dr. Salman
sera publicada en Anales de la
Academia Nacional de Agronomia y
Veterinaria, Tomo LIV, pero esta ya a
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disposicion de los Sres. Académicos
que no hayan podido asistir a la citada
conferencia.

El Dr. Salman estaba en el pais
como experto y consultor de un
proyecto que desarrollan los Institutos
de Patobiologia y Biotecnologia del
CNIA - INTA, Castelar con la Agencia
de Energia Atomica de Viena (AIEA)
relacionado con el mejoramiento del
diagnostico de tuberculosis bovina utili-
zando técnicas biotecnoldgicas de
avanzada especialmente PCR. Este
proyecto fue aprobado para su realiza-
cion en el periodo 2000/2001.

Es importante hace resaltar que
como consecuencia del proyecto origi-
nal entre INTA y la ANAV denominado
Diagnéstico de Tuberculosis Bovina:
Comparacion de técnicas in vivo e in
vitro, de los resultados obtenidos y del
equipo formado con dicho proyecto
surgio esta propuesta de avanzada que
finalmente recibe apoyo de una entidad
internacional como es la Agencia de
Energia Atomica, AIEA y con muy
buenas perspectivas. Restan activida-
des de campo que habra que cumplir
para lo cual se esta solicitando apoyo
de la ANAV.

Es por ello que parecio pertinen-
te presentar al cuerpo académico los
resultados obtenidos enla 12y 22 parte
de este proyecto, como también las
posibilidades futuras de su continua-
cién con miras a apoyar al programa de
controly erradicacion de la tuberculosis
bovina en que estan empenadas las
autoridades de SENASA.

Cederé ahora la palabra a los
responsables de la actividades técni-
casrealizadas Dres. Sergio Garbaccio,
Alicia Alito y Jorge Pereira a fin de que
realicen las presentaciones de sus res-
pectivas tareas.



Comparacion de Técnicas de Diagnostico de Tuberculo-

sis Bovina.
Presentacion Dr. S. Garbaccio.

Introduccion:

El proyecto en el que se trabajo,
cuyo titulo fue "Diagnéstico de Tuber-
culosis bovina. Comparacion de técni-
cain vivo e in vitro", tuvo como objetivo
final evaluar la incorporacion de técni-
cas disponibles para el mejoramiento
del diagndstico de la tuberculosis bovi-
na.

De esta manera, el proyecto
estuvo compuesto por un trabajo de
campo, que consistio en tubercu-
lizacion y toma de muestras de suero
bovino y un trabajo en matadero, en el
cual se realizé la recoleccion de
muestras de organos y la observacion
para determinar presencia o no de le-
siones macroscopicas compatiblescon
esta enfermedad.

Por altimo, ya con el suero bovi-
no y las muestras de érganos disponi-
bles en el laboratorio, se llevé a cabo,
porun lado eltest serolégico ELISAyse
desarroll6 el protocolo de bacteriologia
para concluir finalmente con la
tipificacion del microorganismo.

De esta manera se busco abar-
car el amplio espacio que implica co-
menzar el andlisis desde el animal
inserto en el sistema productivo hasta
brindar el resultado detallado acerca
del agente etiologico que se logro ais-
lar.

Etapa de campo:

Serealizaronuntotalde (10.154)
pruebas insirectas que incluyeron PPD-
tuberculinay el test de ELISA sobre un
universo de 3619 bovinos incorporados
al proyecto.

CUADRO 1
Situacién de los establecimientos afectados al proyecto de investigacion
RODEO TIPO DE TOTAL DE PREVALENCIA | PREVALENCIA
EXPLOTACION | ANIMALES INICIAL ACTUAL
CONTROLADOS
Suipacha 1 Tambo 202 3,5% 0%
Suipacha 2 Tambo 250 4% 1%
Suipacha 3 Cria 412 2% 0,5%
Suipacha 4 Tambo 221 1% 0%
Suipacha 5 Tambo 122 9,6% Disolucion del
sistema productivo
Suipacha 6 Tambo 501 6,2% 0,2%
ltuzaingo Cria 307 9% 0%
Gral. Belgrano| Tambo 562 14% 0%
Gral. Pino Tambo 410 41% 0%
Chascomus Tambo 632 19,5% 0%

PRUEBAS INDIRECTAS REALIZADAS (PPD-ELISA): 10154
TOTAL DE BOVINOS CONTROLADOS: 3619
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Es este cuadro podemos
observar: en primer lugar, el tipo de
explotacion y la cantidad de animales
de cada una; en segundo lugar, las
distintas prevalencias al momento de
comenzar el estudio y la mismas al
finalizarlo, mostrando netamente la
posibilidad que se tuvo de sanear la
mayoria de ellos.

Etapa playa de matanza:

A partir de los resultados obte-
nidos acampo, se recogieron muestras

CUADRO 2

en playa sobre un total de- 240 anima-
les. Al respecto cabe senalar, que
aquellos bovinos que resultaron negati-
vos a ambas pruebas diagndsticas (35)
y que eran descartados por motivos
ajenos fueron muestreados de igual
manera que el resto.

Las muestras fueron sometidas
al protocolo de trabajo establecido en el
laboratorio de bacteriologia y fue asi
como se obtuvieron 93 aislamientos
microbianos de los 240 bovinos
muestreados.

Distribucion de las lesiones o no (SLA) presentes en diversos sistemas y resultados
obtenidos con ambas pruebas diagndsticas (PPD y ELISA), pertenecientes a
animales con aislamiento microbiano positivo (93).

SISTEMA Resultado de los aislamiento obtenidos a (PPD/Elisa) TOTALES
AFECTADO N/N N/P PN P/P P/S

Respiratorio 2 1 37 -- 1 41
Digestivo 2 2 |4 - - 8
Resp+Digestivo | -- - 6 2 2 10

SLA* 18 1 34
TOTALES 65 3 93

* Sin lesiones aparentes

Un aspecto interesante para
observar de los aislamientos, fue la
presenciaonode lesionesy surelacion
con los resultados obtenidos a la prue-
ba intradérmica y al test de Elisa.

También es importante consi-
derar a los animales negativos a am-
bas pruebas (PPD-Elisa, 35); de los

62

cuales cuatro de ellos mostraron lesio-
nes en el momento de la faena y ade-
mas que en 9 casos se realizd aisla-
miento bacterioldgico.

Porotro lado se observa la posi-
bilidad de realizar aislamientos (34) de
animales sin lesiones aparentesy que
naturalmente no sufrieron decomiso
alguno.




CUADRO 3

Resultados del aislamiento microbiano partir de animales enviados a faena tras un

resultado positivo Elisa

RESULTADOS ELISA

ELISA Positivos
26

Aislamientos de M. bovis
5

Con respecto a 26 animales enviados a faena por ser positivos al test Elisa
5 de ellos produjeron aislamiento positivo con posterior tipificacion de M. bovis.

Conclusiones

* Sin ser la finalidad de este estudio el
saneamiento de los rodeos comprome-
tidos en él proyecto, cabria senalar la
posibilidad que se tuvo de podercontro-
lar esta enfermedad, quedando en su
mayoria a disposicion del Servicio Na-
cional de Sanidad Animal (SENASA)
para la obtencion del certificado de es-
tablecimiento libre de tuberculosis bo-
vina.

* Por otro lado, los aislamientos logra-
dos provenientes de animales que no
presentaron lesiones macroscopicas
aparentes (SLA) en faena; sefnala una
grave falencia en la individualizacién
de los bovinos problema, siguiendo
estos la via habitual de comercializa-
cion sin sufrir decomiso total ni parcial.
* Otra importante observacion, surge
de los aislamientos obtenidos de bovi-
nos negativos a PPD y a Elisa; que
indica una falencia en la deteccion de

los animales problema del rodeo, retra-
sando de esta manera el trabajo de
control y erradicacion.

« Si bien la prueba seroldgica Elisa no
presentd las bondades deseadas se
pudo eliminar animales problema.

e Teniendo en cuenta los resultados, se
solicité a la Academia Nacional de
Agronomiay Veterinaria, continle apo-
yando en estudios estudios de intentar
mejorar las técnicas diagndsticas dis-
ponibles a través de la busqueda de
nuevos antigenos inmunodominantes,
que al incorporarlos a dichas técnicas,
permitan tenerunincremento en lasen-
sibilidad y especificidad en el diagnos-
tico de la Tuberculosis bovina.

e Por ultimo y sin lugar a dudas se
considera que la prueba tuberculinica
PPD continua siendo la técnica de
eleccion para el diagnéstico y sanea-
miento de esta enfermedad en los ro-
deos bovinos.
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Identificacion de antigenos Inmunodominantes de

M. bovis*

Presentacion: Dra. Alicia Alito

Introduccioén

*Esta investigacion tiene como princi-
pal finalidad la de obtener un producto
(antigeno) lo mas purificado posible,
que responda a un grado de sensibili-
dad y especificidad que garantice en
un futuro técnicas de diagndstico lo
suficientemente confiables, reducien-
do al maximo el error de condenar a
animales falsos positivos a tuberculo-

sis bovina.
La tuberculosis bovina (TBB)

cuyo agente etioldgico es el M.bovis es
una enfermedad endémica en el pais
que no solo tiene impacto en la produc-
cion animal por producir importantes
pérdidas sino también en la Salud Pa-
blica por ser una zoonosis.

La caracterizacion de antigenos
micobacterianos, incluyendo los
antigenos de M.bovis, ha sido uno de
los principales objetivos tenidos en
cuentaen lostrabajos de Seibert (Seibert
1934; Seibert and Glen, 1941) al produ-
cir el derivado proteico purificado (PPD)
con la esperanza de obtener reactivos
bien definidos y especificos para ser
utilizados en pruebas diagnosticas. La
prueba intradérmica de tuberculina es
el método diagndstico generalmente
utilizado para detectar infeccion a
M.bovis. Esta prueba se basa en la
medicion de la respuesta de
hipersensibilidad tardia a la inyeccion
intradérmica de PPD de tuberculina
presentando una baja especificidad
debido en parte a la compleja naturale-
za del antigeno (PPD) usado, el cual
incluye varias proteinas que dan reac-
cién cruzada por ser proteinas comu-

nes a otras especies de micobacterias.
(Bass J. B. Jr 1993.

El andlisis y el estudio de los
componentes micobacterianos permi-
tieron lograr un mejor entendimiento
del curso de la infeccion, del desarrollo
de la enfermedad y de la respuesta
inmunoldgica en los animales infecta-
dos. (Young, 1990) En el ambito de
tuberculosis humanase hacomenzado
a producir proteinas recombinantes e
incluso péptidos sintéticos derivados
de las secuencias de varios antigenos
microbacterianos de M. tuberculosis
y se haencontrado que son efectivos en
producir reaccion de hipersensibilidad
tardia en cobayos, ratones y en volun-
tarios humanos. (Minden et al. , 1986;
Vordermier et al., 1992, Ashbridge et
al., 1992).

Elinterés desde el punto de vis-
ta veterinario en los antigenos de
M.bovis esta dirigido principalmente al
desarrollo de mejores pruebas
diagnosticas en cuyo diseno se inclu-
yan antigenos bien caracterizados y
altamente especificos. Por lo tanto, los
métodos diagndsticos alternativos
tales como los seroldgicos si se
implementasen con proteinas bien de-
finidas correspondientes a antigenos
micobacterianos especificos de
M.bovis ayudarian a lograr un diag-
ndstico certero. Esto llevo a plantear
como objetivo en este trabajo identifi-
car los antigenos inmuno dominantes
presentes en el sobrenandante de un
cultivo de una cepa de M.bovis.

* Colaboraron en este Proyecto los Dres. S. Garbaccio, Veronica Simonetti, Fabiana Bigi, A. Cataldi, Marfa C. Antognoli, L.

Villay J. Pereira.
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Materiales

a) Animales
Raza: Holanda Argentina

Categorias: Adultos 29 vacas- terneros 5

Establecimientos: pertenecientes a la provincia de Buenos Aires (Suipacha, Gral
Belgrano, Gral. Pintos, Lezama y Chivilcoy).

Se conformaron estos seis grupos:

GRUPO la PPD positivo
(adultos) Cultivo positivo™
GRUPO Ib PPD positivo
(terneros) Cultivo positivo™
GRUPO lia PPD negativo
(perteneciente a campo infectado)
GRUPO lIb PPD negativo
Cultivo positivo
GRUPO 1l PPD negativo (campo libre)
GRUPO EI Experimentalmernte infectados

Sueros cedidos por gentileza del Dr. Pollock®

Aislamiento de micobacterias
tipificadas como M.bovis a través de
pruebas bioquimicas. *laboratorios de
Inmunologia del departamento de
Ciencias Veterinarias del Instituto Na-
cional de Agricultura de Irlanda del Nor-
te.

b) Reactivos: anticuerpos mono-
clonales anti MPB70 y ESAT-6.
Métodos

a) Obtenciony cuantificacion de pro-
teinas

Se cultivé una cepa patron de M. bovis
(AN5) en Middlebrook 7H9 libre de
proteinas mas acido piruvico y glucosa
ambos al 0,4%. Se incubé a 37 C
durante periodos variables de 6,12,
24/34; 60,75/80 y 140 dias. Se separd
elsobrenadante del extracto celular por
centrifugado y se traté con sulfato de
amonio al 50%. Las proteinas precipi-
tadas se dializaron contra buffer fosfato
(pH 7.2) y se cuantificaron por el método
del acido bicinchonimico (BCA)

b) Perfil de proteinas secretadas por
M.bovis

Electroforesis desnaturalizantes
(gel de polyacrilamida dodecil sulfato
de sodio electrophoresis) SDS-PAGE
12.5% con los sobrenadantes indica-
dos en el item b y sulfato de sodio
sodium dodecy! sulfate polyacrilamide
gel electro-phoresis para la separacion
de las proteinas en el rango de 1 a 100
kDa. Se selecciono el sobrenadante de
un cultivo de 34 dias. Los marcadores
de PM utilizado fueron para el primero
de los geles: prestained SDS-PAGE
amplio rango (7-209 kDa)y para el se-
gundo Kaleidoscope Polypeptide (3,8-
36,4 kDa), ambos de Bio Rad. Se reali-
z6 tincién con nitrato de plata.

c) Reconocimiento de proteinas a
través de anticuerpos

Se efectud a través de la técnica de
transferencia de proteinas a una mem-
brana de nitrocelulosa (Western blot).
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Brevemente esta metodologia
consiste en realizar un SDS-PAGE o
tricina SDS-PAGEYy las proteinas sepa-
radas en el gel son transferidas a una
membrana de nitrocelulosa mediante
electroforesis (Towbin, 1979). Se utili-
za un buffer Tris-glicina conteniendo
20% de metanol. Para verificar si la
transferencia hasido correcta, se tifie la
membrana con Rojo Ponceau. Luego
se bloquean con unasolucién Tris-sodio,
Tween 20y gelatina (TTBSG) incuban-
dolastodalas noche paraeliminarreac-
ciones inespecificas. Posteriormente,
se agregan a la membrana los sueros
diluidos (1:100) de los animales perte-
necientes al item a) en TTBSG. Se los
deja incubar durante 2 horas a tempe-
ratura ambiente en constante agitacion.
Se lavan las membranas con TTBS
(83%X10

Se agrega IgG anti bovino con-
jugado confosfatasaalcalina 1:1000 en
TTBSG. Se incuba a temperatura am-
biente durante 2 horas constante agi-
tacion. Serepiten los lavadoscon TTBS
y un ultimo lavadoconbufferde fosfatasa
alcalina. Elrevelado serealizacon una
solucion de 5-bromo -4cloro-
3indolyphosphate (BCIP) y toluidina
nitroblue tetrazolium (NBT) en bufferde
fosfatasa alcalina. Esta reaccion se
detiene con agua destilada.

d) Caracterizacion de las proteinas
transferidas con anticuerpos mono-
clonales de proteinas secretadas por
M.bovis

Dos fracciones de la membrana
a la que se tranfirié el gel de tricina-
SDS-PAGE fueron incubadas separa-
damente con los anticuerpos
monoclonales antiMPB70y anti ESAT-
6. Luego se las enfrent6 a ambas con
IgG anti ratén conjugado con fosfatasa
alcalinay se revelaroncon BCIPy NBT.
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Resultados

Andlisis del perfil de proteinas del
sobrenadante de unacepade Mbovis
(AN5) a distintos tiempos de cultivo.
a) SDS-PAGE

No se observa ninguna banda
proteicadiferencial entre los mismos en
elrango de 14 a97 kDa. Cabria senalar
que a los 6 dias de cultivo solo apare-
cen las proteinas de 21.5 kDa y las
bandas correspondientes a las protei-
nas del heat-shock (60/66 kDa). Ade-
mas, la proteina de 21.5 kDa aumenta
su concentracion con el tiempo cosa
que no sucede con las demas proteinas
cuya concentracion no varia en los
distintos tiemposy hacen suaparicion a
partir de un cultivo de 12 dias. (fig.1).
b) tricina-SDS-PAGE
No se observan bandas proteicas por
debajo de 8,4 kDa a través de todos los
tiempos de cultivos analizados. Existe
semejanza en la secrecion de las pro-
teinas mayoritarias (8,4,14,16y 25kDa)
en los distintos dias. La fraccién
proteica de aproximadamente 12 kDa
no se encuentra presente en el cultivo
de 6 dias.

Una fraccidn proteica de aproxi-
madamente 10 kDa se encuentra sélo
presente en el sobrenadante de un
cultivo de 34 dias y otra de 26 kDa se
encuentrapresente soloenlosde 34,75
y 143 dias (fig. 2)

Reconocimiento de estas fracciones
proteicas por los sueros de los ani-
males que conforman los distintos
grupos en:

a) Las membranas que se transfirieron
los geles SDS-PAGE

En las membranas de
nitrocelulosa que se incubaron con los
sueros pertenecientes a los Grupos la
y Ib se detecta una banda a una altura
aproximada de 22kDa, unduplete entre



28/29 kDa, un triplete a los 34 kDay las
bandas caracteristicas del reconoci-
miento de las proteinas del heat shock
entre 60/70 kDa. En la membrana
correspondiente al grupo Ib el duplete
entre 28/29 kDa se ve solo en el
sobrenadante de 143 dias.

En ambas membranas se ob-
serva que en las calles correspondien-
tes alas proteinas del sobrenadante de
6 dias se ve solo la banda correspon-
diente a 22 kDa y las de 60/70 kDa.
Ademas en la calle correspondiente a
las proteinas del sobrenadante de 143
dias se observandosbandas masentre
34y 50 kDa (fig. 3y 4)

Grupo lia: un duplete entre 21/22 kDa
y otro a la altura de 34 kDa. Muy tenues
seven las proteinas del heat shock (60/
70 kDa).

Grupo lIb: una unica banda de aproxi-
madamente 22 kDa, un duplete entre
28/29 kDa, un duplete alos 34 KDay las
bandas correspondientes a las protei-
nas del heat shock. (fig. 5y 6)

Grupo lll: Se observan dos bandas
tenues ala alturade 25y 80 kDa. (fig. 7)

No se detectan diferencias en la
reaccion antigeno anticuerpo entre los
dias 12 y 143 dias dentro del mismo
grupo. Tampoco se detecta la presen-
cia de antigenos en las fracciones de
los sobrenadantes de los cultivos de 6
dias.

b) Las membranas que se transtfirieron
los geles tricina-SDS-PAGE

Todos los grupos reconocen la
fraccion proteica a la altura de 22kDa.
Una proteica de aproximadamente 28
kDa es fuertemente reconocida por dos
animales de los grupos la y Ib y débil-
mente reconocida por el resto de los
animales de los grupos la, Ib. Otra
proteina de aproximadamente 30/31
kDa es débilmente reconocida por los
grupos la, Ib, IIb. Los sueros de los
animales experimentalmente infectados

reconocen el mismo patrén proteico
que los grupos lay Ib. Uno de los
sueros de un animal perteneciente al
grupo la reconocié ademas las fraccio-
nes proteicas de 8,4,15y 37 kDa. Los
sueros de los animales de los grupos lia
y Ill tuvieron un patrén de reconoci-
miento distinto del de los animales na-
turalmente y experimentalmente infec-
tados (fig. 8).

Caracterizacion de las proteinas
transferidas con anticuerpos
monoclonales de proteinas secre-
tadas por M.bovis.

Con el anticuerpo MPB70 se
obtuvo una banda a la altura de 22 kDa
coincidente con las obtenidas con los
suerosde |los animales de los grupos |a,
b y llb. Con el anticuerpo ESAT-6 se
obtuvounabandaala alturade 8,4 kDa
coincidente con |la obtenida con el sue-
ro del animal perteneciente al grupo la.

Conclusiones

a) La resolucion que dan los geles de
tricina-SDS-PAGE es mayor que la de
SDS-PAGE 12.5% dado que permitio
identificar fracciones proteicas en el
rango de 14-36 kDa en los sobrena-
dantes de los cultivos de 6 dias. Con la
aplicacion de estametodologiase puede
decir que la gran mayoria de las
proteinas de M.bovis yase secretan a
partir de los 6 dias.

b) Patron de respuesta semejante en el
reconocimiento de los antigenos porlos
animales infectados.

c) Utilizacién de los antigenos MPB70,
MPB83 y ESAT-6 en el diseno de un
ELISAindirecto. La proteinade 22 kDa
reconocida por los sueros de los ani-
males infectados puede sero elantigeno
MPB70 o el MPB83 dado que ambas
son reconocidas por el mismo
monoclonal utilizado.

d) Aislar y caracterizar la proteina de
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28/30 kDa presente en el suero de los
animales infectados.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue la
determinacion de antigenos inmunodo-
minantes de M.bovis que pudieran ser
reconocidos por anticuerpos bovinos.
Para poder cumplimentar este objetivo
la primera accion fue analizar el perfil
delas proteinas secretadaspor M.bovis:
AN5 mediante geles (PAGE-SDS) y
posterior tincién con nitrato de plata.
Los cultivos crecieron en un medio libre
de proteinas a 37°C durante 6,
12,24,34,80y 140 dias respectivamen-
te.

Se observa que no existia un
comportamiento diferencial en la
secrecion de proteinas de: 7,21,5,30,
5,33,57,62 y 75,5 kDa. Se estudié el
reconocimiento de estas proteinas por
los anticuerpos de animales naturales
infectados mediante la técnica de
Western blot. Se analizaron 30 sueros
bovinos. Como controles se utilizaron
sueros bovinos de campos libres de
tuberculosis y bovinos "contactos”. Los
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resultados obtenidos en el grupo PPD
positivos cultivo positivo fueron malti-
ples e intensasbandas que van de 21,6
a 34 kDa y de 60 a 80 kDa. Algunos
sueros presentan anticuerpos contra la
proteinade 7 kDa. Los sueros del grupo
"contacto” reconocen un similar nime-
ro de banda pero en forma mucho me-
nosintensa. Ademaslaintensidaddela
reaccion es mayor con los
sobrenadantes de mayor tiempo de
cultivo.

Se concluye que los sueros de
animales positivos y contactos recono-
cen un numero similar de bandas. Los
sueros de contacto reaccionaron mas
débilmente. Las proteinas mas fre-
cuentemente reconocidas fueron las de
80, 70, 65, 50, 34 y varias proteinas
pobremente resueltas en la regién de
21 a 35 Kda. Menos bandas fueron
reconocidas por sueros de animales
pertenecientes a campo libre de TBC.
Preferentemente reaccionaron bandas
de 65 y 70 Kda y otra de 34 Kda. La
intensidad de la reaccion es mayor con
los sobrenadantes de mayor tiempo de
cultivo, especialmente a los 143 dias.



Diagnostico de Tuberculosis Bovina por la prueba PCR

Presentacion: Dr. J. Pereira

Proyecto de Investigacion entre el INTA, CICVy A, la Agencia Internacional de
Energia Atémica (IAEA- Viena, Austria) y la Academia Nacional de Agronomiay
Veterinaria (ANAV)

Titulo: Mejoramiento del diagnéstico de la tuberculosis bovina en bovinos usado
PCR (Arg. /5/010)

Periodo: 2000/2001
Objetivos:

« Desarrollar y estandarizar la técnica directa de amplificacion del ADN bacteriano
por reaccion en cadena a través de la enzima polimerasa (PCR)

» Determinar la sensibilidad y especificidad de cada prueba a través de la confirma-
cién de la presencia del micobacterio por cultivo. Analizar epidemiolégicamente los
resultados

» Realizar en forma conjunta ensayos a nivel de campo de PPD, Elisay PCR y
evaluar la concordancia que pueda haber entre los mismos.

Recientemente se aprobo este proyecto entre laIAEAy el INTA-CICVtAcon

coparticipacion de la ANAV, relacionado con el "Mejoramiento del diagnodstico de la
Tuberculosis Bovina usando técnicas biotecnologicas, en este caso PCR a partir de
fluidos biologicos (leche e hisopados nasales).
El proyecto lleva el nimero (Arg. /5/010). El mismo tiene una duracion de 2 anos
(2000/2001) y tiene como lugar de trabajo los Institutos de Patibiologiay Biotecnologia
del CICVyA-INTA-Castelar. Este proyecto ha surgido como consecuencia del
proyecto original entre INTAy la ANAV sobre técnicas de diagndstico de Tubercu-
losis, el cual ha servido para recibir el proyecto de una entidad internacional como
la AIEA.

Para dar cumplimiento con los objetivos, se elabor6 un plan de trabajo que

se concretara en dos etapas.
1) Sera la puesta a punto en laboratorios de la técnica de PCR (especialmente) y
2) Sera evaluar esta técnica con la PPD (intradermoreaccion) y Elisa, utilizadas en
elproyecto con la Academia Nacional de Agronomiay Veterinaria, a nivel de rodeos
y de material obtenido por aspiracion ganglionar en animales vivos y muertos en
playa de faena de bovinos positivos y negativos.

El resultado esperado es contar con un método rapido de deteccion de M.

bovis que sea util para las campafas de saneamiento por deteccén de mayor
cantidad de animales positivos a TBC.
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PERAL CEPROTEINAS [H_SOFRENADANTE PERAL CE PROTEINAS DH_ SCERENADANTE CE LACGEPAANS (M bovis)

CELAGRAANS (M BOVY ENGHES ETRANA
GRUPO la GRUPO Ib
kDa kDa
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