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ABREVIATURAS.

ABTS: sustrato cromdgeno [2.2-azino bis (3 etilbenzotiazolina 6 acido
sulfénico)]. Anhidro PM. 54870.

ADN: acido desoxirribonucleico.

AGID: inmunodifusion en gel de agar.

AUC: area bajo la curva.

BAAR: bacilos acido alcohol resistentes.

C+: control positivo.

CFL: cabina de flujo laminar.

Chi?: test Chi-cuadrado.

Conjugado: anti-lgG bovina conjugada con la enzima peroxidasa de rabano
rustico.

DO: densidad optica.

DOLT: densidad 6ptica en leche de tanque.

DS: desvio estandar

EC: enfermedad de Crohn.

EJ: enfermedad de Johne.

ELISAi: ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas indirecto.

ELISAI-S: ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzima en suero.

ELISAI-L: ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima en leche.

ELISAI-C: ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima en calostro.
ELISAip-L: ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima en pooles de leche.
ELISAI-LT: ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima en leche de tanque.
FN: falso/s negativo/s.

FP: falso/s positivo/s.

gr: gramos.



C°: grados centigrados.

Has: hectareas (10000 m?).

H:0.: peroxido de hidrogeno.

H20D: agua destilada.

HPC: cloruro de hexadecil piridinio.

IC 95%: intervalo de confianza del 95%.

ICB 95%: intervalo de credibilidad bayesiana del 95%.
lg: inmunoglobulinas.

IL: interleuquina.

IFN-y: interferon gamma.

IHQ: inmunohistoquimica.

IS: secuencia de insercion.

LAM: lipoarabinomanano.

LAMP: amplificacion isotérmica mediada por un bucle.

LR: likelihood ratio o razén de verosimilitud

LRp: likelihood ratio positivo o razén de verosimilitud positiva.

LRn: likelihood ratio negativo o razén de verosimilitud negativa.

L: litro/s.

Mac: complejo Mycobacterium avium.

Map: Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis.

M: Mycobacterium.

mg: miligramos.

mL: mililitro.

Ms: Mycobacterium smegmatis.
Hg: microgramos.

ML: microlitros.



NK: natural Killer.

nm: nanodmetro, unidad de medida de longitud de onda equivalente a 1*10°
metros.

Oapri: odds a priori.

OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal.
OpostN: odds posteriori negativo.

OpostP: odds posteriori positivo.

PA: prevalencia aparente.

PBS: solucion fisioldgica bufferada.

PBS-T: solucion salina bufferada fosfato- tween 20 al 0.05% V/V.
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PPA: antigeno protoplasmatico de paratuberculosis.
PPD: derivado proteico purificado.

pos: porcentaje de positividad.

PTBC: paratuberculosis.

ROC: caracteristicas operativas del receptor.

rpm: revoluciones por minuto.

Se: sensibilidad.

Sp: especificidad.

TBC: tuberculosis.

Th: linfocito T helper.

UFC: unidad formadora de colonia.

VN: verdadero negativo.

VP: verdadero positivo.

VPN: valor predictivo negativo.

VPP: valor predictivo positivo.

WLA: antigeno lisado completo (Holo-lisado).



A) RESUMEN.

En este trabajo de tesis se desarrollé un ELISAIi en leche y se evalud la aplicacion
de diferentes métodos diagndsticos de paratuberculosis bovina; entre los cuales
podemos mencionar al cultivo de Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis (Map) en medio liquido a partir de materia fecal y leche; las
pruebas moléculares de PCR y LAMP sobre heces, leche y calostro, para la
detecciéon de material genético de Map. El analisis ROC sobre el ELISAI-L arrojé
un AUC de 0,817 con un IC 95% (0,75-0,89). Se calculd un punto de corte de
63,9% mediante indice de Youden cuya sensibilidad fue del 72,9% (61-83%) y su
especificidad de 89,7% (86,5-92,9%), el VPP fue 0,57 y el VPN fue 0,94; siendo
muy similares a los resultados obtenidos en el ELISAI-S. Se elaboraron
micobactinas a partir de M. avium; M. phlei y M. smegmatis con excelentes
resultados en el desarrollo de Map en medio liquido M7H9. A partir de 91 muestras
de leche procesadas por PCR IS900 y cultivo se obtuvieron 19 PCR positivos y 9
aislamientos de Map, se evidencié asociacion estadisticamente significativa entre
la obtencion del resultado positivo de PCR IS900 en leche y el aislamiento de Map
en heces y en leche (p<0,05). EI ELISAI-L mostr6 caracteristicas operativas y
predictivas alentadoras para la deteccion de animales con PTBC lo cual permitiria

una vigilancia epidemioldgica no invasiva.

B) PALABRAS CLAVE.

Paratuberculosis bovina; Diagnostico; ELISAI-L; Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis (Map); micobactina; PCR 1S900 en leche.



C) TiTULO EN IDIOMA INGLES.

“Development and application of diagnostic methods for bovine Paratuberculosis

from milk, colostrum, blood serum and fecal samples”.

D) RESUMEN EN IDIOMA INGLES.

In this thesis work a milk ELISAi was developed and the implementation of different
diagnostic methods for bovine paratuberculosis was evaluated, among which we
can mention the culture of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) in
liquid medium from faecal material and milk; the PCR and LAMP molecular tests
on faeces, milk and colostrum, for the detection of Map genetic material. ROC
analysis on the M-ELISA yielded an AUC of 0.817 with a 95% CI (0.75-0.89). A
cut-off point of 63.9% was calculated by Youden index with a sensitivity of 72.9%
(61-83%) and specificity of 89.7% (86.5-92.9%), PPV was 0.57 and NPV was 0.94;
very similar to the results obtained in the S-ELISA. Mycobactins were produced
from M. avium; M. phlei and M. smegmatis with excellent results in the
development of Map in liquid medium M7H9. From 91 milk samples processed by
IS900 PCR and culture, 19 positive PCR and 9 Map isolates were obtained. There
was a statistically significant association between obtaining a positive IS900 PCR
result in milk and the isolation of Map in faeces and milk (p<0.05). The M-ELISA
showed encouraging operational and predictive characteristics for the detection of
animals with PTBC, which would allow a non-invasive epidemiological

surveillance.

E) KEYWORDS.

Bovine paratuberculosis; Diagnosis; M-ELISAi; Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis (Map); mycobactin; milk 1IS900 PCR.



CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de la enfermedad.

La paratuberculosis (PTBC) o enfermedad de Johne (EJ) es una enfermedad
entérica, infecciosa, cronica, e incurable, cuyo agente etioldgico es Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (Map) (Johne y Frothingham, 1895). Afecta a
rumiantes domésticos, como bovinos, ovinos, caprinos entre otras especies. Se
caracteriza por ocasionar una ileocolitis granulomatosa difusa con compromiso de
los linfonodos y vasos linfaticos asociados al colon y al ileon (Chiodini y col., 1984).
Se ha reportado la enfermedad en ciervos, alpacas, llamas, conejos, armifos,
zorros y comadrejas, entre otros animales silvestres, que pueden actuar como
reservorio (Beard y col., 1999; Greig y col., 1999; Maroudamy col., 2015; Barkema
y col., 2017). Su principal via de transmision es horizontal siendo la mas comun
fecal-oral, también esta descripta su diseminacién por calostro, leche y la via
vertical (Kormendy, 1988; Streeter y col., 1995; Sweeney, 2011; Stabel y col.,
2014; Vasini Rosell y col., 2018). El periodo de incubacion es de 2 a 8 anos tras
el cual se evidencia clinicamente con diarreas, edemas en zonas declives,
caquexia y muerte (Chiodini y col., 1984; Clarke y col., 1994; Manning & Collins.,
2001). A nivel productivo ocasiona una reduccion en la produccion de leche, carne
y eliminacién prematura de los animales infectados, esta ultima se aconseja como
medida para evitar la propagacion de la enfermedad (Ott y col., 1999; Tiwariy col.,
2006., 2008; Garcia y Shalloo, 2015; Maroudam y col., 2015; Smith y col., 2016;
Barkema 2017). No existe tratamiento con antibiéticos aplicable en la practica
actual, los estudios realizados indican que seria necesario medicacion diaria
durante periodos prolongados con resultados de caracter paliativo, sin cura

definitiva (St-Jean & Jernigan, 1991).



Si bien existen diferentes posturas en cuanto a la potencialidad zoonética de Map
entre los investigadores en todo el mundo, la gran similitud clinica patolégica entre
EJ y la enfermedad de Crohn (EC) junto a los aislamientos de Map y otras
micobacterias del complejo avium en pacientes con EC (Chiodini y col., 2012;
Rathnaiah y col., 2017) refuerzan dicha hipétesis. También se la ha asociado con
otras enfermedades de base autoinmune como la tiroiditis de Hashimoto, a
favorecer la progresion del VIH, enfermedad inflamatoria intestinal, colitis
ulcerosa, sarcoidosis, y diabetes mellitus. La PTBC se ha clasificado como
enfermedad zoondtica epidémica de tipo B segun la OMS, que se transmite al ser
humano a través del consumo de productos lacteos y carnicos. (Fortea
Ormaechea y col., 2009; Hermon Taylor & Bull, 2002; Liveraniy col., 2014; Timms
y col., 2016; Eslami y col., 2019). De existir dicha relacion entre EC y Map, el
consumo de leche comercial contaminada con Map seria la principal via de
exposicion para los seres humanos (Paolicchi y col., 2012; Timms y col., 2016

Eslami y col., 2019).

1.2. Caracteristicas del agente etiologico

Map es un bacilo de 1-2 um de longitud por 0,2-0,5 um de ancho, es aerobio e
inmovil, intracelular facultativo, posee la capacidad de sobrevivir en los
macrofagos (Ramirez y col., 2013), no presenta esporos, capsula, ni toxinas, y es
de crecimiento lento, con un tiempo de generacion de 20 a 24 horas (Lambrecht y
col.,1988; Vincent Levy-Frebault & Portaels 1992; Bannantine y col., 2003). Si bien
desde el punto de vista tintorial se podria definir como Gram positivo, no se tifie
con cristal violeta. Son acido-alcohol resistentes cuando se tifien con Ziehl
Neelsen, caracteristica otorgada por su pared celular gruesa, hidrofébica, cerosa
y rica en contenido de acidos micdlicos de 60 a 90 carbonos. (Maroudam y col.,

2015). Podemos distinguir una capa exterior en su pared formada por acidos
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micélicos, lipoarabinomananos (LAM) y una capa interna donde se encuentran
péptidoglicanos, arabinogalactanos y los mandsidos de fosfatidil inositol los cuales
juntamente con los lipomananos son los precursores de LAM (Adams y col., 1994;
Clarke, 1997; Souza y col., 2007). LAM puede estar asociado a manosa o
arabinomananos formando el LAM-manosa y el LAM-arabinomanano
respectivamente, las cuales son moléculas caracteristicas de las micobacterias
patdgenas. (Hett y Rubin, 2008; Thirunavukkarasu y col., 2014). (Figura 1).

La dureza de su pared le aporta resistencia en el medio ambiente y ante la accién
de agentes desinfectantes. Su sobrevida se ve favorecida por diversos factores
como: pH acido, presencia de hierro y de materia organica, pudiendo llegar a
subsistir por un periodo de 1 afio o mas (Manning y Collins, 2001). También se
reconocen formas durmientes o de resistencia de las bacterias no esporuladas,
donde ante condiciones no favorables la micobacteria responde disminuyendo el
metabolismo y es transitoriamente refractaria al crecimiento in vitro (Whittington y
col., 2004; Fecteau y col., 2013).

En su ADN contiene un 69,3% de G+C, (Vincent Levy-Frebault & Portaels 1992).
Se adapta a crecer en medios que contienen amonio 0 aminoacidos y glicerol
como fuente de nitrégeno y carbono, respectivamente (Maroudam vy col., 2015).
En medios sdlidos presenta desarrollo posterior a los 7 dias, no produce pigmento,
por lo que encuadra en el grupo Ill de la clasificacion de Runyon. (Juste y col.,
1991; Harris y Barletta, 2001; Manning y Collins, 2001). Se precisan desde 8 a 16
semanas para poder visualizar la formacién de colonias, en cultivos a base de
huevo, medios sintéticos y hasta 6 meses para poder definir un cultivo como
negativo (Chiodini y col., 1984; Dimareli-Malli y col., 2013; Whittington y col.,
2013), la temperatura 6ptima de crecimiento es de 37°C. Una caracteristica
especifica de especie es el requerimiento de suplementacién con micobactina J,

un agente quelante del hierro, necesario como factor de crecimiento para su
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desarrollo in vitro (Lambrecht y col.,, 1993; Schwartz y col., 2001). Cualidad
utilizada tradicionalmente para poder diferenciarla de otras micobacterias no
patdgenas o atipicas, inoculando medios con y sin dicho sideréforo (Juste y col.,
1991; Stevenson, 2015). Con la secuenciacion del genoma de Map y su analisis
se comprendio que la dependencia de micobactina estaria asociada a la delecién
del gen mbtA, el cual se encuentra relacionado con el operon de sintesis de

micobactina. (Li y col., 2005; de Kruijf y col., 2017).

EXTERIOR DE LA MICOBACTERIA ManLAM
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INTERIOR DE LA MICOBACTERIA

Figura 1. Constitucién de la pared de las micobacterias. Desde el interior hacia el exterior
de la bacteria se encuentra: membrana plasmética, peptidoglucano, arabinogalactano,
acidos micdlicos y trehalosa. ManLAM (lipoarabinomanano unido a manosa). Extraido de:
Patogenicidad microbiana en Medicina Veterinaria. Patogenicidad microbiana en Medicina
Veterinaria (unlp.edu.ar)

La presencia de nidos de bacilos fucsias, a la coloracidon de Ziehl Neelsen también
es comun en Map. (Figura 2). Molecularmente podemos darle identidad a Map,
determinando la presencia de la secuencia de insercion especifica 1S900 o
IS1331; que sirve de diana para su deteccién por pruebas de PCR y su
diferenciacion por RFLP ISMav2 (Strommenger y col., 2001) o en la identificacién
de polimorfismos de 1IS1377 (Collins y col., 1989; Green y col., 1989; Whittington
y col., 2001ab; Whittington y col., 2000a). El elemento IS900 esta presente en 17

copias dentro del genoma de Map K-10 y en 14-18 copias en los aislados de Map


http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/74878
http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/74878
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(McFadden y col., 1987; Green y col., 1989) proporcionando un marcador
altamente especifico para su identificacién precisa, asi como para la
subclasificacion en subconjuntos de tipo | (Sheep), tipo Il (Cattle) y tipo Il

(Intermedio) (Collins y col., 1990; Bauerfeind y col.,1996; Pavlik y col., 1999;

Whittington y col., 2001b).

Figura 2. Microfotografias 100X, coloraciones de Ziehl Neelsen realizadas a partir de
materia fecal (izquierda) y medio de cultivo liquido M7H9 (derecha) en las cuales se
aprecian BAAR de color fucsia y grupos compatibles con Map.

1.3. Taxonomia

Map pertenece al filo Actinobacteria, orden Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae, género Mycobacterium (M.), y dentro de este género
pertenece al complejo M. avium (Mac), que comprende un grupo de micobacterias
patégenas para los animales y el hombre ampliamente distribuidas en el medio
ambiente, en el cual podemos distinguir dos especies: M. aviumy M. intracellulare.
M. avium cuenta con 4 subespecies basadas en el analisis de la secuencia de
RNA ribosomal 16S-30S que son M. avium subsp. avium, M. avium subsp.
hominissuis, M. avium subsp. silvaticum y Map es clasificada a su vez en tipo |
(“S” ovina), tipo Il (“C” bovina), tipo Il (“I” Intermedia) y ultimamente “B” Bison.

(whittington y col., 2001a; Rindi y col., 2014).
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1.4. Enfermedad en bovinos

Los individuos que presentan la enfermedad clinica diseminan a Map en altas
cargas a través de materia fecal (100-10"2 UFC/gr de MF) y leche (2-200 UFC/ml|
de leche) (Giese y Ahrens, 2000; Rademaker y col., 2007). El calostro de las
madres infecciosas y clinicas representa un alto riesgo de exposicién para los
terneros (Nielsen y col., 2008). Se ha descripto la via de transmision vertical en
hijos de vacas positivas, la cual puede alcanzar un riesgo de infeccion que va
desde el 20% al 40% (Whittington y col., 2009b; Belo Reis y col., 2016).
Aproximadamente el 10% de los bovinos infectados desarrollaran una forma
progresiva de la enfermedad hasta su muerte (Koets y col., 2015). La categoria
de mayor susceptibilidad son los terneros menores a un afio de edad, sobre todo
en las primeras semanas de vida con una dosis infectante de 1x10° UFC, dicha
susceptibilidad esta dada por la gran extensién del tejido linfoide asociado a las
mucosas (MALT) representado por las placas de Peyer las cuales contienen
numerosas células M, que funcionan como portal de ingreso para Map, en
combinacion con un sistema inmune en desarrollo (Windsor y col., 2010;
Bermudez y col.,, 2010; Barkema y col., 2017; Rathnaiah y col., 2017). La
enfermedad en los bovinos rara vez se evidencia clinicamente antes de los 2 afios
de adquirida la infeccion, siendo comun la manifestacion de su signologia entre
los 2 a 8 anos de edad. Los signos clinicos incluyen diarreas intermitentes que
luego se vuelven constantes, sin sindrome febril; edemas en zonas declives,
siendo clasico en la regién submandibular; caquexia y muerte. A su vez
predispone a otras patologias como mastitis, baja calidad de leche, y disminucion
de la fertilidad (Ozsvari y col., 2020; Bates y col., 2018). El extenso curso
subclinico facilita su diseminacion en el rodeo, generando un fenémeno conocido

como “iceberg’, o “piramide”, en la cual los animales clinicamente afectados son
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la punta y la base esta conformada por un mayor numero de individuos
recientemente infectados, pertenecientes a categorias mas jovenes. En el
desarrollo de la EJ podemos distinguir 4 fases bien definidas: fase | o infeccién
silente; fase Il, portador inaparente o subclinico; fase Il o clinica incipiente y fase

IV o clinica avanzada. (Tabla 1).

En animales jovenes infectados se presentan los estadios de infeccion silente e
infeccién subclinica, durante los cuales, es complejo identificar la enfermedad con
los métodos diagndsticos actuales (Tiwari y col.,, 2008). Estas fases se
caracterizan por la ausencia de signos clinicos, la diseminacién de Map en las
heces es baja e intermitente, comienza aproximadamente unos 18 meses antes
de la aparicion de signologia y las lesiones histopatolégicas graves suelen estar
ausentes. Por lo cual los individuos que se encuentran en etapas de infeccién
subclinica también son importantes desde el punto de vista epidemioldégico. En
estos animales el desarrollo de la respuesta inmune celular estimulada por el INFy
producido por los linfocitos Th1 es fundamental en la defensa del hospedador para
evitar la progresion de la enfermedad, restringiendo la replicacion de la bacteria.
La respuesta humoral se hace evidente al final de la fase Il, si bien los anticuerpos
no confieren proteccién sobre la enfermedad y su progresion, su deteccion es de
utilidad en el diagnéstico seroldgico. El diagndstico en las fases Il y IV es menos
complicado, la presencia de signos clinicos, la diseminacion de Map en materia
fecal es particularmente elevada 1x10%8 UFC/gr (Jgrgensen, 1982; Whittington y
col., 2000b), si tomamos en cuenta que la dosis infectante en un ternero es 1x103
UFC, los individuos con signos clinicos serian la principal fuente de contagio. En
la bibliografia también se han descripto los animales super eliminadores
refiriéndose a aquellos que eliminan 10000 o mas micobacterias por gr de materia

fecal que las que normalmente excreta un animal con PTBC. Esta condicion se
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produce a consecuencia del progreso de la enfermedad, es decir, cualquier vaca
con eliminaciéon de Map en sus heces puede convertirse en super-eliminador si no
se descarta del rodeo (Collins y col., 2005). Los animales clinicamente afectados

en esta fase IV de la EJ generalmente sucumben a la infeccidon en cuestion de

semanas.
Caracteristicas I: Infeccidn Il: Portador lll: Enfermedad 12 Ecr:llfi?‘?:aedad
silente inaparente clinica
avanzada
Lenta
proliferaciéon en Rebplicacis La infeccion se . L
eplicacion ; ) Proliferacion
s mucosa . disemina y Map :
Replicacién de . continua en . generalizada y
yeyunal e ileal, . esta presente en L
Map ; NN tejidos N replicacion de
diseminacion a . tejidos
. infectados . . Map
los linfonodos extraintestinales
regionales
Diseminacion Eliminacion de
en materia e”’\rﬁﬁ aseor Incremento del gArAe;n (;anng?;gr?:
Diseminacion fecal materia feF::aI namero de Map fegal leche
intermitente y ; Y en materia fecal y y .
en bajas posiblemente leche >10000 UFC/gr.
cantidades por leche Super
eliminadoras
Incremento de
Respuesta - .Th1 RIC la RIC con
. iniciada para el ; Puede o no ser . .
inmune celular cambio Posible anergia
control de la detectable
(RIC) infeccion gradual de
Th1 Th2.
Incremento de Predominio de
. fuerte respuesta
respuesta Predominio de .
Respuesta humoral. Podria
. No detectable humoral fuerte respuesta
inmune humoral . ser enmascarada
incremento de humoral.
IgG2, igG1 en casos de
’ hipoproteinemia
Emaciacién
. . . . Pérdida de peso profunda diarrea,
Signos clinicos Ausencia Ausencia .
gradual y diarrea edema en botella,
caquexia
Abundantes
Granulomas linfocitos, Abundancia de
Cambios detectables en macréfagos linfocitos
histopatolodicos No detectables multiples epitelioides y macréfa oys
P 9 tejidos células gigantes e itelioic?es
examinados en tejidos P ’
infectados.

Tabla 1. Caracteristicas de las distintas fases de la PTBC durante su progreso al cuadro
de EJ.

1.5. Inmunopatogenia.

A pesar de que la PTBC fue descripta en 1895 todavia hay aspectos de su

patogenia desconocidos. La respuesta de los hospedadores es variable, hay
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individuos que enferman, otros en los que persiste en forma latente durante anos
o incluso toda la vida, y hay animales que la superan (Clarke, 1997; Sweeney,
2011). Los factores que tienen influencia en estos resultados probablemente son:
la dosis y via de infeccidn, la virulencia de la cepa, el estatus inmunologico local y
sistémico, los genes de resistencia del hospedador que regulan la presentacién
antigénica y la respuesta intracelular, también factores medioambientales, entre
otros. Describiremos brevemente la inmunopatogenia a fin de comprender sus
principales aspectos y su importancia a nivel diagnéstico.

Tras el ingreso por via oral Map es captada por las células M de las placas de
Peyer ileales, infecta los macréfagos epitelioides intestinales y linfonodos
mesentéricos en menos de 24 horas (Momotani y col., 1988).

Comparadas con las del yeyuno, las placas de Peyer del ileon contienen escasez
de células T, y presentan su maximo desarrollo en el rumiante joven, condicion
que favorece el ingreso de las micobacterias de vida intracelular.

La infecciéon por Map parece seguir patrones observados en infecciones por otras
micobacterias como: M. leprae, M. bovis o M. tuberculosis. Que implican una
respuesta inicial durante la etapa subclinica de tipo Th1 la cual se caracteriza por
lesiones incipientes y focales, de tipo “tuberculoide”, que se componen de escasas
células epitelioides, macréfagos, linfocitos y una respuesta inmunitaria de perfil
celular, con baja presencia de BAAR (Orme., 1993).

Durante la respuesta Th1 se producen INFy, IL-2 y TNFa, citoquinas que median
la respuesta inmune mediada por células, necesaria para contener la infecciéon
intracelular (Ramakrishnan, 2012; Koets y col., 2015), que puede durar meses o
afios. Una caracteristica importante de Map es su persistencia dentro de las
células del sistema fagocitico mononuclear, con escaso desarrollo de lesiones,

que progresan a una inflamacién granulomatosa (Koets y col., 2015). (Figura 3).
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Los macrofagos infectados, liberan IL-8, FNTa e IL-6. La IL-8 actua como factor
quimiotactico de linfocitos T (Orme y Cooper, 1999; Orme y Basaraba, 2014) que
una vez reclutados y activados, mediante la presentacion de antigenos, secretan
IFN-y para estimular a otros macréfagos adicionales, por lo que juegan un papel
principal en la eliminacion de las micobacterias (Flesch y Kaufmann, 1988;
Gessani y col., 1998; Sica y Mantovani, 2012; Martinez y Gordon, 2014). EI TNF-
a estimula la salida de nuevos monocitos sanguineos hacia el foco de infeccion y
junto a la IL-6 la diferenciacion posterior de macréfagos a células epitelioides, con
una marcada actividad bactericida (Fitzgerald y col., 2014).

Al debilitarse la inmunidad celular, proceso aun no del todo dilucidado, la
enfermedad progresa acompanada de un incremento de anticuerpos séricos,
preponderantemente del isotipo IgG1, con la aparicion de signos clinicos (Nielsen
y Toft, 2006; Stabel, 2010; Sweeney, 2011). El hecho de que las respuestas
inmune celular y humoral se desarrollen de forma conjunta pone en duda la
hipotesis sobre la transicion de una respuesta de tipo Th1 a la Th2 (Begg y col.,
2011; Vazquez y col., 2013). Los linfocitos Th2 estimulan la produccién de
citocinas que coordinan una respuesta inmune humoral (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10).
Ademas, una elevacion concomitante de TNF-a contribuye a la emaciacién a
través de la estimulacién del catabolismo tisular (Adams y col., 1995; Alzuherri y
col., 1996; Beutler y col., 1980). Se vuelven patentes la pérdida de peso y diarrea
intermitente, cuando el sistema inmune se vuelca al efecto Th2, se establecen
lesiones menos organizadas de tipo “lepromatoso” (Koets y col., 1990; Stabel y
col., 1990), que se corresponderian con lesiones difusas multibacilares, con gran
cantidad de macréfagos y células epitelioides que contienen numerosos BAAR y
provocan una fuerte respuesta inmunitaria humoral (Tanaka y col., 2005). El
infiltrado de células inflamatorias, hace que la pared intestinal se engrose y pierda

su funcién, lo que conduce a una mala absorcién y enteropatia perdedora de
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proteinas (Patterson y col., 1967; Sweeney, 2011). Existen citocinas encargadas
de controlar la accion de los macréfagos ya que podrian causar daino tisular como
consecuencia de una respuesta exacerbada. Se considera que la IL-10 ejerce un
efecto supresor en la expresién de citocinas Th1, en la inflamacién y en la
activacién inmunitaria (inhibe la activacion de linfocitos T) (Weiss y col., 2005),
regula negativamente la expresion de CMH II, atenuando la presentacion
antigénica de los macréfagos (de Silva col., 2011). Los niveles elevados de
progesterona, entre otras hormonas asociadas a la prefiez, favorecen una
respuesta del perfil Th2, los cuales generan citoquinas antiinflamatorias
beneficiosas para mantener la gestacion, pero que también reducen la respuesta
Th1 y la produccion de IFN-y favoreciendo el desarrollo del perfil Th2, por lo cual
es usual que, en hembras, se asocie la manifestacion de EJ durante el post parto.
En animales con lesiones graves de PTBC se ha observado un perfil mixto de
citocinas Th1 y Th2, junto a una mayor expresion de IL-10 de efectos
antiinflamatorios e inmunosupresores (Coussens y col., 2004; Shu y col., 2011).

Si bien los efectos de las respuestas inmunes celular y humoral se describen
cronolégicamente separados, en ocasiones suele haber solapamiento de ambos
perfiles, demostrando una variacion muy individual en la respuesta (Brown y col.,
1998; Clark y col., 1996; Nielsen, 2014; Koets y col., 2015). Por lo que se considera
que puede haber una transicion gradual conforme progresa la enfermedad hacia
formas lesionales mas graves (Coussens y col., 2004; Begg y col., 2011; Shu y
col., 2011). En esta fase de infeccion, Map puede diseminarse en forma extra
intestinal, como lo demuestran las lesiones compuestas de macréfagos infiltrantes
llenos de BAAR en el rifidn, el higado, la glandula mamaria, etc. (Pavlik y col.,

1990; Antognoli y col., 2008).
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Figura 3. Modelo de la dinamica del granuloma de la PTBC bovina.

Map atraviesa el epitelio intestinal (células M y enterocitos) mediante transcitosis (1) y es
captado por macrofagos en la lamina propia. Posteriormente, el granuloma se convertira
en una lesion pluribacilar (2a) o paucibacilar (2b), respectivamente. Dependiendo de que
se alcance la ruptura debido a la replicacién bacteriana (3a) o al final de la vida Gtil natural
de los macrofagos (3b), al morir los macréfagos liberaran Map y sus antigenos en la lamina
propia. Map libre entrara en el lumen intestinal lo que conducira a la diseminacién en las
heces (4). Los restos celulares de la lesién se eliminaran dando lugar a la formacion de
tejido cicatricial caracterizado por células gigantes multinucleadas. Map y sus antigenos
captados por las células fagociticas que residen en la lamina propia pueden extenderse a
diferentes lugares del intestino y reiniciar formacion de una lesiéon o entrar en la linfa
aferente (6) y migrar al ganglio linfatico regional, causando lesiones en los mismos o la
activacion de linfocitos T y B cuando son captadas y procesadas adecuadamente por las
células presentadoras de antigenos (7). Posteriormente los linfocitos T activados y los
anticuerpos derivados de las células plasmaticas, asi como los monocitos entraran en el
intestino a través del lecho capilar arterio-venoso (8). Adaptado de Koets y col., 2015.

1.6. Situacion en Argentina y en el mundo
En Argentina la PTBC en bovinos fue descripta por primera vez por el Dr.
Francisco Conrado Rosenbusch en 1932 (Rosenbusch, 1937). Se ha reportado

en rodeos de la provincia de Buenos Aires como una de las principales causas
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infecciosas de muerte en bovinos adultos (Costa y col., 2004; Moreiray col., 1994),
en cuanto a el estudio de su prevalencia podemos mencionar multiples autores
con estimaciones mas bien regionales y en estudios retrospectivos, basados en
serologias como se resumen en la tabla 2. En la cuenca del Salado, provincia de
Buenos Aires se estimé una seroprevalencia predial del 81% e individual que
oscila entre el 5% y el 15,7% (Costa y col., 2004; Moreno y col., 2017; Paolicchi y
col., 2003), estimaciones recientes arrojaron una seroprevalencia predial de
78,8% e individual de 13% (Alvarado Pinedo y col., 2019). Las pérdidas por PTBC
en la regidon previamente mencionada fueron estimadas en USD 22 millones en
produccion de criay en USD 6,3 millones para las cuencas lecheras de la provincia
de Buenos Aires (Passucci y col., 2007). Se ha postulado que ésta seria una de
las enfermedades infecciosas mas costosas para la industria lactea en USA,
provocando pérdidas anuales estimadas en USD 200-250 millones (Ott y col.
1999). La falta de estudios longitudinales que evidencien las pérdidas econémicas
directas e indirectas que ocasiona la EJ minimiza la problematica a nivel nacional
favoreciendo el crecimiento de su prevalencia. En Argentina no contamos con
vacunas aprobadas por Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA), tampoco con un plan de control oficial, son pocos los laboratorios con
la tecnificacion suficiente para su diagnéstico temprano, generando la necesidad
de desarrollo en produccion de reactivos biologicos, para diagndstico vy
prevencién, en la difusion y transferencia de tecnologias que permitan
implementar un plan de control a nivel nacional, con un fuerte criterio consensuado
sobre las medidas de manejo en los distintos contextos productivos. Motivados
por la posible implicancia zoondtica en nuestro pais se han realizado estudios para
demostrar la presencia de Map en alimentos de origen lacteo, con resultados
diversos. Cirone y col. (2007) demostraron que Map puede permanecer viable en

quesos de origen caprino y bovino hasta 60 y 45 dias después de la maduracion
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respectivamente. Paolicchi y col. (2012) reportaron aislamiento de Map en un
2,86% (2) de 70 muestras de leche pasteurizada y ultra pasteurizada estudiadas,
lo cual suscita preocupaciones en materia de salud publica. Mundialmente afecta
tanto a paises subdesarrollados como desarrollados de Europa, Norteamérica,
Sudameérica, Asia, Australia y Africa. En una encuesta realizada en 48 paises, se
revel6 que, en aproximadamente la mitad de los paises mas del 20% de los rodeos
presentaban la enfermedad. Si bien la PTBC es de declaracién obligatoria solo en
22 paises se registraron planes de control oficiales y en su mayoria son
voluntarios. El 76% de los paises que no contaban con un programa oficial de
control de PTBC, se encontraban en Asia, Africa, América del Sur y Central. La
reduccién de la prevalencia era el principal objetivo en la mayoria de los paises,
solo Noruega y Suecia pretendian erradicar la enfermedad. Los programas de
control fueron considerados exitosos en 16 (73%) de los 22 paises. Como
conclusion esta encuesta afirmo que en este contexto mundial la PTBC se seguira

propagando (Whittington y col., 2019).
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Laboratorio  Autor/aino Seroprevalencia Region Explotacion ELISAI
INTA (RAF.) Abdala 'y 35,6% rodeo. Santa Fé Tambera Comercial®
FCV-UNL. col., (2019) 2,1% individual. (Castellanos)
Santa Fé
INTA (RAF.) Abdala y 66% rodeo. . o
A o) o g (San Cria/Carne  Comercial
FCV-UNL. col., (2019) 9% individual. Cristobal)
INTA (BAL.)  Paolicchiy o . .
INTA (CAS.) col., (2005) 26,5% rodeo. Buenos Aires Cria/Carne PPA
INTA (BAL.)  Paolicchiy o .
INTA (CAS.)  col., (2005) 56% rodeo. Buenos Aires Tambera PPA
INTA (BAL.)  Paolicchiy o .
INTA (CAS.)  col., (2005) 2,4% rodeo. La Pampa s/discriminar PPA
INTA (BAL.) Becker 18,8% (tasa de Pampa
UC Davis, col (200),/5) positividad en HUmepda Tambera PPA
USA. " rodeo).
INTA (BAL.) 6,8% (tasa de
UC Davis, 0360(2%03'5) positividad en HPL?nTep daa Cria/Carne PPA
USA. ” rodeo).
Alvarado
CEDIVE pinedo y 5,5% individual. Buenos Aires  Cria/Carne WLA- n
FCV-UNLP house
col., (2019)
Alvarado i
CEDIVE . o) g . WLA- “in
FCV-UNLP pinedo y 13,6% individual. Buenos Aires Tambera house”
col., (2019)
Alvarado
CEDIVE pinedo y 78,8% rodeo. Buenos Aires  s/discriminar WLA- 7
FCV-UNLP house
col., (2019)
Moreno y 81% rodeo. .
INTA (BAL.) col., (2017) 15,7% individual. Buenos Aires Tambera PPA
0,
FCV-UNRC &?9?28823; 0%;"}0/;’@3%%&1' Cérdoba (SO)  Cria/Carme  Comercial?
. 26% (seropositivos
INTA (SAL.) Micheloud y Salta -
INTA (BAL.)  col., (2014) e”t;igr::z)de (V.de Lema) ~ 'ambera  Comercial
FCV-UdeR Nufez y 70,2% rodeo. Cuenca Sur Tambera Comercial®
Uruguay. col., (2003) 5,6% individual. (ROU)

Tabla 2. Resumen de los trabajos de seroprevalencias realizados en distintas regiones de
Argentina y Uruguay.

(ID® VetScreen PTBC Indirect 1653-RD)

2( PTBC Verification Ab Test IDEXX®, USA)

3(ID® Screen PTBC Indirect, Test de Screening, ID Vet, Francia).

4(IDEXX® Lab HerdChek Map)


https://www.idexx.co.uk/en-gb/livestock/livestock-tests/ruminant-tests/idexx-paratuberculosis-verification-ab-test/
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1.7. Estrategias de control

La presencia de Map en el rodeo a menudo se reconoce solo después que se ha
producido su propagacion (Whittington y col., 2001c). Su control depende de las
medidas tomadas a nivel poblacion, como la eliminacidon de los animales que
excretan la bacteria en materia fecal, la aplicaciéon de medidas higiénicas y manejo
del calostrado para evitar el contagio de neonatos/jévenes. Otra alternativa es la
vacunacion en los paises donde esta disponible, este recurso reduce la incidencia
y retrasa la excrecién fecal de Map (van Schaik y col., 1996). Es para destacar
que el uso de la vacuna ha sido clave en la reduccién de la prevalencia intra
rebafo en la industria ovina australiana, islandesa y espariola (Whittington y col.,
2019). Resumiendo, como pilares del control podriamos mencionar tres principios
basicos que son: prevenir la exposicion de los animales susceptibles; identificar y
eliminar los animales infecciosos e infectados por Map; y evitar la incorporacion
de animales infectados (Garry, 2011). Este ultimo punto es el factor de riesgo mas
corriente para la introduccion de la PTBC en el rodeo (Nielsen & Toft, 2011; Garry,
2011). Dicho esto, un plan de control coherente deberia preservar los
establecimientos con estatus negativo a fin de asegurarnos la reposicién, en todo
caso trabajar sobre un stock negativo o al menos provenientes de madres sin
antecedentes de PTBC, ya que identificar o categorizar a un rodeo como negativo
no es tarea sencilla con los métodos diagndsticos actuales. Siguiendo un esquema
I6gico debemos lograr reducir los animales infecciosos para disminuir la cantidad

de infectados. (Figura 4).
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Diseminacién de
Map por animales

infecciosos.
Mayor es la cantidad Mayor es la carga de
de animales infeccio- Map en el estableci-
SO0S. miento.

Mayor es el numero
de individuos que se
infectan.

Figura 4. Representacion grafica de la transmision de la enfermedad en el rodeo cuando
no se aplica un plan de control para reducir la cantidad de animales infecciosos.

La conformidad de los productores con respecto a los resultados en el manejo de
esta enfermedad puede ser baja si no se plantean claramente los objetivos con
mayor factibilidad de lograrse en el tiempo, que son: disminuir la prevalencia y
retrasar la aparicion de signos clinicos, mediante la identificacion y eliminacion de
animales enfermos y subclinicos ("test-y eliminacion"), con planes de entre 5 a 10
anos de duracién como minimo (Figura 5). Dentro de los propésitos de las técnicas
diagnésticas podemos enumerar: establecimiento de poblaciones con bajo riesgo
de infeccidn (stocks), reduccién del impacto econémico en animales enfermos,
confirmacién de enfermedad clinica, vigilancia, estimacion de prevalencia y
“erradicacion”. Como primera accién deberiamos demostrar la presencia de la
enfermedad en el rodeo, establecer su seroprevalencia para posteriormente
formular un protocolo de trabajo. Para citar un ejemplo el plan de control irlandés
propone realizar ELISAI en suero o leche de la totalidad del establecimiento en un
primer muestreo para conocer la seroprevalencia. Posteriormente aplica PCR en
materia fecal sobre los individuos ELISAI positivos a fin de confirmar, eliminar y

reportar al sistema de vigilancia los positivos a la misma y los negativos, estos
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ultimos pasarian al rodeo nuevamente para testearse al siguiente afo al igual que
los serolégicamente negativos (Gavey y col., 2021). La venta con destino a
engorde de la progenie de vacas infectadas-conocidas, también se puede
considerar como parte de la estrategia, ya que existe un riesgo alto de que la
misma esté afectada. Teniendo en cuenta la supervivencia ambiental finita de
Map, el manejo de pastoreo se puede utilizar para reducir la exposicion de terneros
en sistemas extensivos; en explotaciones tamberas el control del banco de
calostro, el cual deberia estar formado por donantes negativas, la pasteurizacion
de la leche o uso de sustituto lacteo en la crianza artificial son algunas de las

practicas que tienden a disminuir la tasa de contagio.

Simulacion computarizada de diferentes programas de
control de PTEC

Test-and-cull only

Both mansgement changss
& teat-and-cull program

prevalencia

Solo medidas de manejo (verde)

Solo test y eliminacion (celeste)

Medidas de manejo mas test y eliminacién (amarilla)

Figura 5. Progresion temporal en afos de la prevalencia de la PTBC con diferentes
estrategias de control. Simulacién computarizada realizada por Collins & Morgan (1992)
donde podemos observar que en el punto de partida con una prevalencia del 10%
aplicando test y eliminacion mas medidas de manejo (linea amarilla) se logra disminuir la
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prevalencia en menor cantidad de afios que si se aplican estas medidas en forma
independiente. Extraido de: Control — Johne's information Center — UW-Madison

(johnes.orqg).

1.8. Diagnéstico

En cuanto a su diagnéstico en rodeos de cria de la Argentina, sobre todo en
cabafias hay una tendencia a adoptar el test de ELISA indirecto en suero (ELISAI-
S) de PTBC combinando con el uso de intradermorreaccion con PPD Aviar con el
proposito de identificar a los reactantes, la formacion de rodeos sanitarios,
utilizacién de un resultado negativo al test de ELISAi en la preventa de
reproductores con el fin de disminuir la probabilidad de vender individuos
enfermos, entre otras. En lo que respecta al sector tambero las seroprevalencias
descriptas son mayores que en explotaciones de cria, debido a que su grado de
intensificacién favorece la exposicion y presencia de factores de riesgo asociados
a la transmisién de la PTBC. Se suman a las alternativas diagndsticas ya
mencionadas en cria, el uso de ELISAI en leche (ELISAI-L). El muestreo en leche
tiene menor impacto en el bienestar animal al no implicar alteraciones en la rutina
de ordefie, la extraccion no genera dolor, no requiere de un encierro extra. Su
acceso estaria facilitado en los establecimientos que realizan control lechero
oficial, permitiéndonos colectar la muestra e informacién adicional de variables
como produccion en litros, dias en lactancia, composicion de la leche, que serian
de interés en el analisis e interpretacion de los resultados del ELISAI-L y en la
evaluacion del impacto en la produccion de aquellos individuos afectados por

PTBC.

A continuacion, se desarrollaran las distintas alternativas diagndsticas haciendo

énfasis en las aplicadas en este trabajo de Tesis.


https://johnes.org/dairy/control/
https://johnes.org/dairy/control/
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1.8.1. Métodos de diagndsticos de la PTBC en bovinos

El diagnéstico de PTBC en forma precoz es fundamental para su control a nivel
rodeo, la identificacion y segregacién de los reactantes, junto con medidas para
prevenir el contagio de los terneros, son en general las herramientas basicas con
las que contamos para disminuir su prevalencia (Gilardoni y col., 2012b; Paolicchi
y col 2003; Alvarado Pinedo, 2015; Chaubey y col., 2017; Gavey y col., 2021).

Podemos clasificar a los test diagndsticos como “directos” e “indirectos” (Chaubey
y col., 2017; Rathnaiah y col., 2017), los primeros son aquellos que detectan la
presencia del microorganismo, incluyen el cultivo de materia fecal y técnicas
moleculares para la deteccién de acido nucleico como PCR, LAMP, gqPCR,
hibridacion, entre otros. (McFadden y col., 1987; Sange y col., 2019; Yashiki y col.,
2019). Y los indirectos son aquellos que evidencian la respuesta inmune generada
por el hospedador contra Map, dentro de ellos tenemos técnicas que revelan en
forma temprana la inmunidad celular como el test del INFy y la intradermorreaccién
con PPD Aviar, y test serologicos que detectan la inmunidad humoral como el

ELISAi y la prueba de AGID.

1.8.1.1. Métodos directos

El aislamiento bacteriolégico a partir de las heces es considerado la prueba de
oro, y tiene como ventaja sobre las técnicas moleculares demostrar tanto
presencia como viabilidad de Map, posee entre sus limitantes prolongados
periodos de incubacién de hasta 6 meses en medios de cultivo sélidos (Deb &
Goswami 2011), 2 meses en medios de cultivo liquidos (Whittington y col., 2013;
Romero y col., 2018), necesita de suplementacion con micobactina, la cual, por
falta de disponibilidad en el pais y sus altos costos de importacion, encarece el

valor del cultivo (Romero y col., 2018). El tiempo de desarrollo de Map, sumado a
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que las muestras de heces, leche y tejidos suelen estar muy contaminadas, hacen
que previo a la siembra sea necesario aplicar técnicas de descontaminacion, que
incluyen antimicrobianos, para eliminar las bacterias y los hongos competitivos de
rapido crecimiento (Whittington, 2010; Chaubey y col., 2017).

En cuanto a las caracteristicas operativas la especificidad (Sp) del cultivo fecal es
aproximadamente del 100% (Nielsen y Toft, 2008), mientras que la sensibilidad
(Se) es del 26% para los individuos subclinicos y entre el 50% al 82% para las
vacas con enfermedad clinica (McKenna y col., 2005; Tiwari y col., 2006; Whitlock
y col., 2010). Muestras de leche, calostro y tejidos, estos ultimos principalmente
para la deteccion post mortem, son también cultivadas para aislar a Map
(Antognoli y col., 2008; Slana y col., 2008; Stabel y col., 2014). El medio de cultivo
s6lido mas utilizado es el de Herrold con yema de huevo (HEYM) suplementado
con micobactina J. Los medios solidos a diferencia de los liquidos nos permiten
evidenciar en forma directa las colonias y realizar su conteo. En los medios de
cultivo liquidos el desarrollo es mas rapido que en los sélidos, pero para
demostrarlo es necesario un método extra. Pueden ser tefiidos o en el caso de
algunos medios comerciales incluyen deteccion radiométrica (Bactec 460),
deteccion por fluorescencia (Bactec MGIT 960), entre otras (Whittington, 2010).
Para reducir costos de cultivo, se puede utilizar muestras fecales ambientales y/o
grupos de muestras individuales a modo de realizar un tamiz, con posterior
procesamiento individual de los pooles que resulten positivos (Whittington y col.,
2000a; Lavers y col, 2013; Wichert y col., 2021).

Las técnicas de cultivo requieren de confirmacién de Map con tincion de Ziehl
Neelsen positiva y por métodos moleculares. Una buena practica es la siembra
del in6culo por duplicado en medios con y sin micobactina, en estos ultimos Map
rara vez desarrolla, lo cual es una caracteristica especifica de especie (Juste y

col., 1991; Stevenson, 2015).
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En muestras de leche y calostro la carga de Map es mucho menor que en las
heces, por lo tanto, la sedimentacion, centrifugacion y filtracion son pasos
adicionales que pueden anadirse a los protocolos de cultivo a fin de favorecer su
aislamiento (Bradner y col, 2013; Dundee y col., 2001).

Por otro lado, la probabilidad de aislamientos de Map en leche individual, calostro
y leche de tanque a granel seria menor que para las heces, ya que la proporcién
de vacas con excrecion fecal y concomitante diseminacién a través de sus
glandulas mamarias es baja (Slana y col., 2008; Jayarao y col., 2004; Streeter y
col.,, 1995). Ademas, los aislamientos Map positivos a partir de leche deben
interpretarse con cautela, por el posible riesgo de contaminacién fecal durante el
muestreo (Barkema y col., 2010).

Como alternativa al aislamiento e identificacion de Map, contamos con técnicas
moleculares. Se han desarrollado métodos de PCR para darle identidad a los
aislamientos, y para la deteccion de marcadores especie especificos de Map en
muestras clinicas de heces, leche, calostro y tejidos. La PCR, tiene como ventajas
la obtencion de resultados en menor tiempo que el cultivo, no requiere de técnicas
de descontaminacion, lo que evita la consiguiente reduccion de la carga de Map
dentro de la muestra, si bien no distingue viabilidad, detecta bacterias muertas,
muy util cuando las muestras no pueden procesarse de inmediato (Bdlske y
Herthnek, 2010).

El elemento de insercién IS900 es la secuencia diana de uso habitual, la PCR
IS900 tiene mayor Se que el cultivo y puede detectar 10-100 UFC/ml en muestras
de leche (Giese & Ahrens 2000). Sin embargo, la presencia de reacciones
cruzadas con otras micobacterias que albergan secuencias de insercion similares
ha impulsado el uso de otras secuencias dianas especificas de Map, a pesar de
tener un menor niumero de copias dentro de su genoma (Bdlske y Herthnek, 2010).

Estas son hspX, F57, ISMAV2 e ISMAPO2, entre otras (Ellingson y col., 1998;
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Pithua y col., 2011; Hanifian y col., 2013), lo que permite que la Sp sea similar a
las técnicas de cultivo (Leite y col., 2013).

Otro importante factor que puede afectar la Se y la Sp del ensayo es el nUmero de
copias de la secuencia genica seleccionada, ya que la Se aumenta con un mayor
numero de copias. Una desventaja de la eficacia de la PCR para la PTBC es el
reto que supone la extraccion de ADN de Map, las dificultades incluyen los
inhibidores presentes en la muestra fecal, como el acido fitico y polisacaridos
complejos (Thornton y Passen, 2004; Leite y col., 2013; Hansen y col., 2019).
Ademas, la gruesa pared celular de Map, que requiere técnicas de lisis mas
intensas, como la lisis mecanica con perlas de vidrio o silice, u otras estrategias
como el uso de perlas inmuno- magnéticas, para aumentar el éxito en la extraccion
de su ADN (Collins, 1993; Leite y col., 2013; Gamberale y col., 2019; Hansen y
col., 2019).

La Se del método molecular dependera de la técnica y el kit de extraccion de ADN
utilizados, el gen identificado, el estandar de referencia, la carga bacteriana de la
muestra y la pérdida de bacterias durante el procesamiento o el almacenamiento

(Bolske y Herthnek, 2010; Leite y col., 2013).

1.8.1.2. Métodos indirectos

La prueba de reaccion intradérmica a la PPD Aviar y con Johnina (PPD derivado
de Map) se utilizan de forma indistinta debido a que presentan las mismas
aptitudes diagndsticas gracias a que Map y M. avium subsp. avium comparten el
99% del genoma, encontrandose muy relacionadas antigénicamente (Chiodini,
1984; Kérmendy, 1988). La inoculacion intradérmica se puede aplicar a nivel del
tercio medio de la tabla del cuello o en el pliegue ano caudal interno, es importante

verificar la formacion del habon en el punto de inoculacion como se muestra en la
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Figura 6; el engrosamiento de la piel se mide con un calibre antes de la inoculacién
y en el momento de la lectura a las 72 horas post inoculacion, la reaccién se
reconoce por una tumefaccién en el sitio de aplicacion. Se ha estimado una Se del
54% y una Sp del 79% (Ayele y col., 2001; Kalis y col., 2003), un valor predictivo
positivo (VPP) bajo (22%) y un valor predictivo negativo (VPN) bueno (95%)
(Cicuta, 1999; Kalis y col., 2003). Trabajos de tesis realizados en nuestro pais han
evidenciado una Se del 69% y una Sp del 86,2%; un VPP de 42,5% y un VPN de
91,6% (Alvarado Pinedo, 2015).

Sin embargo, esta técnica solo indica sensibilizacién de los animales a Map o al
Mac, por lo que se sugiere aplicarla como un test preliminar a la iniciacion de un
programa de control (Bernardelli, 2000). La prueba de INFy equivale a la prueba
intradérmica, pero in vitro. Se realiza a partir de muestras de sangre heparinizada,
las cuales son enfrentadas a la PPD Aviar y PPD Bovina, siendo incubadas a 37°C
durante 24 horas para posteriormente medir la cantidad de IFN-y producido por
los linfocitos T especificos presentes en cada muestra. Como se basa en la
deteccion del IFN-y el cual se secreta en las primeras fases de la enfermedad es
considerada una técnica de diagndstico precoz, la cual es importante. Como
desventaja es casi impracticable en forma masiva y a campo por requerir de
células vivas siendo exigente en la preservacion de la muestra y en su rapido

procesamiento (Stabel, 1996), el costo es elevado y su Se es baja.
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Figura 6. Inoculacién intradérmica en pliegue ano-caudal interno y formacién del habon
correspondiente (flecha roja).

La prueba de ELISAI es la técnica con mayor Se y Sp para la deteccion de
anticuerpos contra Map (Cox y col., 1991; Manning y Collins, 2001; Nielsen, 2014;
Yokomizo y col., 1985), una de sus ventajas es la masividad de muestras que se
pueden procesar, de una forma relativamente rapida. El resultado obtenido luego
de su ejecucién es una densidad 6ptica (DO) que se correlaciona con la cantidad
de anticuerpos Map-especificos en muestras de suero o leche (Nielsen, 2010;
Hendrix y col., 2005; Sweeney y col., 1994). La Se del ELISAiI generalmente es
pobre, pero varia dependiendo de la prueba de oro de referencia, la condicién del
objetivo, la prevalencia de PTBC en el rodeo, el kit utilizado y la metodologia
(Nielsen y col., 2002a; Collins y col., 2005; Lombard y col., 2006; Nielsen y Toft,
2006). También varia con el nivel de excrecién de Map en las heces y la edad de
los animales, suele ser baja en los estadios iniciales, y aumenta al progresar la
enfermedad (Carpenter y col., 2004; Koets y col., 2015; Nielsen, 2014). En el
ganado vacuno, la Se del ELISAI esta en el rango de 7-94%, y la Sp se encuentra
entre 40-100% (Nielsen y Toft, 2008). Se ha demostrado que la Sp para ELISAI
es inferior al 100% (McKenna y col., 2005; Nielsen y Toft, 2008). Por lo tanto, los
resultados deben ser evaluados en base al propésito de la prueba, es decir si es

utilizada para la deteccion o como tamiz (Nielsen y Toft, 2006), y por lo tanto los
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reactantes deben ser seguidos con métodos de deteccion directa para la
confirmacién absoluta (Collins, 2011).

La técnica de AGID es indicada para la confirmacion de la EJ en animales con
presencia de signos clinicos (Sherman y col., 1984; Ferreira y col., 2002a). Se
basa en la deteccion de anticuerpos, como la Sp de la prueba es del 100%, es una
prueba fiable para detectar los anticuerpos contra Map (Chaubey y col., 2017). La
aplicacion de este ensayo en el diagndstico de animales subclinicos es reducida
(Sherman y col., 1990; Ferreira y col.,, 2002a). A diferencia de ELISAI, su
aplicacion masiva a nivel rodeo es algo limitada, utiliza en su ejecucién volumenes
de reactivos mayores y por lo tanto posee menor Se analitica. La AGID ha
demostrado una mayor Se y Sp que los ELISAI en pequeinos rumiantes de Nueva
Zelanda y Australia (Gwozdz y col., 2000; Sergeant y col., 2003).

La cronicidad de la PTBC vuelve el diagnéstico un desafio, en el cual para
optimizar el uso y combinacion de los test diagnésticos disponibles se debe tener
en cuenta la existencia de los 4 estadios de la enfermedad descriptos en el
apartado 1.4 de este trabajo de tesis. La aplicacion de cada uno de los test
mencionados con mayor o menor capacidad diagnéstica esta intimamente

relacionada con el desarrollo de la inmunopatogenia de la PTBC. (Tabla 3).



34

Test Propésito Caracteristicas Notas y precauciones
Baja Se, no
Deteccion detecta estadios . .
Se han publicado muchas evaluaciones de pruebas
de fase tempranos. La Sp
P dudosas.
subclinica. ronda e/ 95 a
98%.
ELISAI-S y ELISAI-L.
Deteccion .
. Alta Se, sin e
de animales X : Los resultados pueden ser no especificos ya que la
o diferencia real . - AN
con clinica igGs pueden existir antes de la eliminacion de Map
. entre el uso de ;
incipiente y en materia fecal.
suero o leche.
avanzada.
Deteccion Baja Se.
; s Raramente Se comparable al ELISAI. Posibles resultados no
de infeccion i .
detecta en etapas especificos en rodeos de alta prevalencia.
con Map.
tempranas
Cultivo en materia Deteccion
fecal. de
infecciosos Alta Se, Sp Animales que eliminan bajas cantidades Map
o con potencialmente pueden ser no infecciosos y en ellos la enfermedad
progreso de baja. no progresara.
la
enfermedad.
., Baja Se.
deteccién Raramente
de infeccion Se comparable a la de un ELISAI
detecta etapas
con Map.
tempranas
PCR en materia Deteccion
fecal. de infeccion
en fase
clinica Alta Se'y Sp. Posibles FN por inhibidores presentes en la muestra.
incipiente y
avanzada.
Deteccion
, de animales Antigeno- Puede detectar animales curados, es decir solo
Interferéon y / PPD-A. ; o "
expuestos a dependientes. indica exposicion no enfermedad en curso.
Map.

Tabla 3. Se resumen las caracteristicas operativas de las técnicas diagnésticas en base a
su proposito. Adaptada de Nielsen, (2014).
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1.9. Caracteristicas del ELISAI-L.

Existen varias pruebas de ELISAI-L para diagnéstico de PTBC, tanto en forma de
kits comerciales como ELISAs internos o “in house”. Los mismos pueden diferir
significativamente entre si, debido a los reactivos que emplean o simplemente
pueden estar puestos a punto con diferentes objetivos (Slana y col., 2008). Por lo
tanto, es importante conocer las caracteristicas operativas y estimaciones de
precision de la prueba concreta a emplearse en la practica (Nielsen, 2009).
En cuanto al uso de suero sanguineo o leche para la deteccidon de anticuerpos
Map especificos parece haber diferencias limitadas entre ambos ELISAs
(Lombard y col., 2006; Nielsen y col., 2002a; Sweeney y col., 1995), varios autores
evidencian una correlacién positiva entre los resultados obtenidos a partir
muestras de suero y de leche (Eisenberg y col., 2015; Lombard y col., 2006;
Hendrick y col., 2005) pero con algunas consideraciones a tener en cuenta para
optimizar la interpretacién de los resultados del ELISAI-L. Por ejemplo, el momento
de muestreo es importante para realizar una correcta eleccion de la matriz
diagndstica (Nielsen y col., 2002b; Nielsen & Toft, 2012), dicha eleccidon también
va a depender de la logistica. Es decir, el muestreo en leche es menos invasivo
respecto al suero, sobre todo si el establecimiento realiza controles lecheros
mensuales, permitiéndonos muestrear en varios momentos del afio. Como
desventaja, las muestras de leche no pueden obtenerse de las vacas secas, ni en
categorias jovenes y tampoco de vacas en los primeros 3-5 dias de lactancia, en
las cuales la transicion de calostro a leche aumenta la probabilidad de obtener

resultados falsos positivos (FP) (Nielsen & Toft, 2012).

En lo que respecta a la deteccion de anticuerpos contra Map en leche, hasta el
momento el ELISAI es la unica prueba utilizada con dicha finalidad. Sweeney y

col. (1994) fueron los primeros en utilizar LAM como antigeno en un ELISAI-L “in
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house”, obteniendo una Se del 60% y una Sp del 83%. Collins y col. (2005)
analizaron kits comerciales de ELISAI-L disponibles, evidenciando altos niveles de
Sp en tres laboratorios independientes (>99%) pero bajos niveles de Se (28%).
Las ventajas del ELISAI son su mayor eficiencia en cuanto a tiempo, capacidad
de rendimiento, nimero de muestras a procesar y costos relativamente bajos, que
rondan entre el 10% y el 20% del valor de los métodos de deteccion directa
(Sergeant y col.,, 2008; Nielsen, 2014). La identificacién oportuna de vacas
infecciosas depende de la frecuencia de las pruebas, la combinacién de las
mismas, pero también de las caracteristicas operativas del test de ELISAI
empleado. Si bien para algunos autores la presencia de anticuerpos puede
predecir un mayor riesgo de diseminacion fecal de Map (Nielsen, 2008; Lavers y
col., 2014), las IgGs especificas de Map normalmente suelen aparecer antes de
la excrecidn significativa de la micobacteria en las heces (Nielsen, 2008), también
hay que mencionar el hecho de que, aunque los animales puedan eliminar Map
en la leche, no significa necesariamente que vayan a producir anticuerpos
(Streeter y col., 1995). Como se menciond previamente su Se generalmente es
pobre (29% a 61%), con una Sp que ronda entre 83% y 100% (Nielsen y Toft,
2008). Pero deberia mejorar con el aumento de la edad o la paridad, ya que esto
coincide con un incremento en la diseminacion de Map y progresion de los signos
clinicos (Toft y col., 2005; Nielsen y col., 2013). Nielsen y col. (2002b) encontraron
un aumento en la Se para el ELISAI-L al inicio de la lactancia, el cual debe ser
interpretado cuidadosamente ya que puede estar provocado por la presencia de
anticuerpos calostrales. A su vez los efectos de dilucion de anticuerpos en leche
durante el pico de lactancia pueden dar lugar a una reduccion de la positividad
(Nielsen y Toft, 2012). Los ELISAi comerciales actuales no son 100% especificos,
en parte debido a la exposicién de algunos bovinos a micobacterias ambientales

o no tuberculosas (Osterstock y col., 2007), dicha exposicion es mayor en
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sistemas de produccion extensiva, donde se utilizan pasturas versus sistemas
mas intensivos, con tendencia a la estabulacion, donde el ambiente es mas
controlado, por lo tanto, a la hora de evaluar la Sp de un mismo ELISAi en
diferentes regiones geograficas habra variabilidad en los resultados. Otra razon
influyente sobre los calculos de Sp es la naturaleza cronica de la PTBC y el uso
del aislamiento en materia fecal como prueba de oro, ya que existe la probabilidad
de obtener un resultado negativo al cultivo estando el animal realmente infectado
(Whitlock y col.,, 1996). ElI ELISAi es menos sensible para la deteccion de
excretores intermitentes, lo que se espera de acuerdo con la patogénesis. Sin
embargo, debido a que la aparicion de la IgG Map especifica suele estar
relacionada con la progresion de la infeccidén hasta la fase en la que las pérdidas
en produccion y la infectividad se hacen patentes, entonces las pruebas ELISAI
pueden tener un potencial de diagndstico util como predictor de la progresion de
la enfermedad. Como mencionamos previamente la concentracion de
inmunoglobulina G en la leche varia a lo largo de la lactancia (Eisenberg y col.,
2015; Nielsen & Toft, 2012), aproximadamente el 85% de los anticuerpos se
transportan desde la sangre a la glandula mamaria durante el ultimo mes de
gestacién (Norcross, 1982). Ademas, el tipo de IgG detectado depende de la
muestra. Por ejemplo, la IgG1, se detecta principalmente en la leche y el calostro,
so6lo representa a aproximadamente la mitad de las IgGs presentes en el suero.
En leche el isotipo 1IgG1 es el preponderante. IgG1 Map-especifica se asocia con
la respuesta inmune humoral dominada por linfocitos Th2 (Koets y col., 2015;
Nielsen, 2014) que se manifiesta cuando el hospedador pierde el control sobre la
infeccion, por lo tanto, se espera que el ELISAI-L sea relativamente mas especifico
al comenzar la diseminacion de Map en materia fecal, mientras que en general no
son Utiles en etapas tempranas (Klausen y col., 2003; Nielsen y col., 2012). Esto

también se ejemplifica con la incapacidad de detectar animales con lesiones
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focales, mientras que los animales con lesiones difusas son mas faciles de
detectar (Vazquez y col., 2013). En resumen, los resultados de los ELISAI-S y

ELISAI-L son menos eficientes para la deteccion de la infeccion temprana.

Dentro de las alternativas de procesamiento a través del ELISAI-L podemos
mencionar el uso de calostro como muestra individual, dicha muestra segun la
bibliografia podria tener mayor Se analitica que el ELISAI-S sobre todo en fase
subclinica, donde el ELISAI-S tiene menor Se. (Jenvey y col., 2016), es decir, a
mayor dilucién, la muestra de calostro detectaria un mayor numero de
seropositivos que el suero. Sin embargo, la probabilidad de FP es muy elevada,
lo cual lo invalidaria como muestra para el diagndstico seroldgico individual de
PTBC, siendo util solamente como indicador de exposicion a Map (Nielsen & Toft,
2012; Zervens y col., 2013; Jenvey y col., 2016). Otra opcién son pooles de leche,
tanto con el propésito de inferir prevalencia predial (Krieger y col., 2021; Kdhler y
col.,, 2017), o con proposito diagnéstico mediante el agrupamiento de menos
muestras por pool y posterior procesamiento en forma individual de los pooles
positivos (Lavers y col., 2014; Graesbgll y col., 2017; Koéhler y col., 2017). La
muestra de leche de tanque se ha procesado mediante ELISAI-L por diversos
autores con la finalidad de realizar vigilancia epidemioldgica y para estimar
prevalencia predial (Nielsen y col., 2000; Delafosse y col., 2019; Pesqueira y col.,
2017; Wilson y col., 2010; Bauman y col., 2019), calculado la correlacion entre la
seroprevalencia individual de PTBC en distintos establecimientos con el nivel de
anticuerpos contra Map obtenido en leche de tanque, con limitaciones por baja
especificidad (Pesqueira y col., 2017), no obstante otros autores evidenciaron un
alto VPP para el ELISAI-L de tanque con la finalidad de clasificar al establecimiento

como verdaderamente positivo a PTBC (Bauman y col., 2019).
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Si bien el uso de leche como matriz diagndstica de PTBC esta descripto en la
bibliografia, su implementacion no es usual en paises de Sudamérica, por lo cual

el desarrollo y aplicacion de un ELISAI-L seria relevante para la region.

1.10. Objetivos del plan de tesis
1.10.1. Objetivos generales

Desarrollar y evaluar la aplicacion de diferentes métodos de diagndstico de PTBC

bovina en leche, calostro, suero y materia fecal.

1.10.2. Objetivos particulares

Detectar anticuerpos contra PTBC en calostro, leche y suero con la prueba de
ELISAI.

Comprobar la presencia de Map en calostro, leche y materia fecal mediante el

cultivo en medios liquidos y sdlidos.

Determinar la presencia de material genético perteneciente a Map en calostro,

leche y materia fecal con pruebas moleculares de PCR.

1.11. Hipotesis

e La identificacién de anticuerpos en calostro permite diagnosticar la
enfermedad con una mayor sensibilidad analitica comparada con la del
suero.

e Mediante la determinacion de anticuerpos en leche se puede
diagnosticar la enfermedad en forma individual y no invasiva,
reemplazando la muestra sanguinea.

e Ladeteccion de anticuerpos en muestras derivadas de tanque de leche
permite realizar una vigilancia epidemioldgica.

e La deteccion de material genético y formas viables de Map en la leche
y el calostro, pueden mejorar las medidas de bioseguridad tendientes
a disminuir el riesgo de infeccién en los teneros y su introduccién en la

cadena comercial.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describen los materiales y métodos utilizados en la presente

tesis.

2.1. Rodeos

Se trabajo con dos rodeos lecheros de bovinos, raza Holando-Argentino,
naturalmente infectados, en los cuales la PTBC se presenta en forma endémica,
y un tercer establecimiento con prevalencia baja, incluyendo en las experiencias
también muestras puntuales provenientes de otros establecimientos tamberos, los
muestreos fueron realizados sobre la categoria vaca en lactancia, cada 4 a 6
meses aproximadamente. El establecimiento 1 se encuentra ubicado en el Partido
de Chascomus, provincia de Bueno Aires Argentina, consta de 700 hectareas
(has) de las cuales 200 has estan dedicadas a la actividad tambera con un total
de 270 vacas, de las cuales 180 aproximadamente se encuentran en ordefie con
una produccioén promedio de 26 L diarios. Con respecto a la PTBC se cuenta con
estimaciones previas de prevalencia real que rondan el 8% (Alvarado Pinedo,
2015). En cuanto al plan sanitario se aplican vacunas obligatorias, triple clostridial,
diarrea neonatal y neumonia.

El establecimiento 2 se encuentra en el partido de Tandil, provincia de Buenos
Aires, Argentina, el mismo cuenta con una superficie total de 527 Has, con una
cantidad total de 300 bovinos, de los cuales 160 aproximadamente se encuentran
en la linea de produccién, generando 17 L diarios de leche, promedio. Con
estimaciones previas de prevalencia real de PTBC que rondan el 30% (Alvarado-
Pinedo, 2015). En cuanto al plan sanitario se aplican vacunas obligatorias, triple

clostridial, diarrea neonatal y neumonia.
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El establecimiento 3 se encuentra situado en el partido de Castelli, provincia de
Buenos Aires, el mismo tiene una superficie de 500 Has y un total de 281 vacas
en ordene con un promedio de produccién de 24 L diarios. Como caracteristica
relevante en sanidad es un rodeo cerrado de unos 50 afos de antigiiedad, aplica
solo las vacunas de caracter obligatorio de brucelosis, aftosa y carbunco. Los tres
rodeos son libres de TBC y brucelosis. La utilizacion de los protocolos de trabajo

en estos rodeos fue aprobada ante CICUAL protocolo: 83-4-18T.

2.1.1. Muestras recolectadas

Las muestras recolectadas fueron, sangre entera, leche individual y leche de

tanque, calostro y materia fecal.

2.1.1.1. Muestra de sangre entera

Se trabajé en una manga, la extraccion de sangre se realizé con una jeringa de 5
o0 10 mL, con una aguja 18G estéril por animal, mediante venopuncién de la vena
coccigea media, extrayendo un volumen de 4-6 mL, al retirar la aguja, se realizo
una ligera presion en el punto de extraccion para lograr la hemostasia, y se

depositod la sangre en tubos identificados de forma individual.

2.1.1.2. Muestra de materia fecal

La muestra de materia fecal, se tomé del recto, una cantidad aproximada de 10
gramos, utilizando un guante de tacto o bolsa de nylon por animal, y se

conservaron refrigeradas hasta su procesamiento, por menos de 24 horas.

2.1.1.3. Muestra de leche individual
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La obtencion de leche se realizd después del despunte durante la rutina de ordefie,
en colectores tipo Falcon, un volumen total de 50 mL de los 4 cuartos, para el caso
del cultivo y PCR, se obtuvieron en forma aséptica 50 mL totales, previo pre-
sellado, secado y desinfeccidn del pezén con alcohol al 70%, posterior al muestreo

se sellaron los pezones con solucion iodada.

2.1.1.4. Muestra de leche de tanque

Se realizé luego de finalizado el ordefie, posterior a 10—15 minutos de agitacion
con las paletas del enfriador para obtener una muestra homogénea, con un
colector estéril y baston muestreador, colectando desde la superficie, se refrigerd

de inmediato a fin de mantener la integridad de la misma.

2.1.1.5. Muestra de calostro

Para la obtencién de calostro se colectaron muestras entre 0 y 3 dias posparto,
con igual metodologia que en el muestreo de leche individual. Se conservaron
refrigeradas hasta su procesamiento. En la medida de coincidir la visita al
establecimiento con el evento parto. Se obtuvieron calostros de vacas positivas y

negativas al cultivo Map en materia fecal.

2.1.1.6. Diseino muestral

Se realizaran muestreos transversales y longitudinales de los animales en
lactancia, para el caso de los muestreos individuales la n muestral fue obtenida
utilizando el software ProMesa 1.3 (Ledn y Duffy, 2010), para dicho célculo por
establecimiento se utilizaron las prevalencias previamente calculadas (Alvarado

Pinedo, 2015) de 8 y 30 %, el numero de existencias, un error relativo del 20%
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(error absoluto de 1,6% y 6% para ambas prevalencias respectivamente), con un
nivel de confianza del 95% arroja un total de 217 muestras para el establecimiento
1y 143 en el establecimiento 2.

Para calcular la n muestreal se tuvo en cuenta el capitulo “principios y métodos de
validacién de pruebas diagnésticas de las enfermedades infecciosas” del manual
terrestre de la OIE, la cantidad tedrica de muestras necesarias procedentes de
animales cuyo estado de infeccion es conocido para establecer la estimacion de
la Se y Sp diagndsticas con un nivel de confianza del 95% y un error permitido del
5% es de 73-113 para una Sp 95% y 92% respectivamente. Si bien se realizaron
calculos de n muestral necesaria en base a los parametros expresados
previamente, en las ocasiones que se muestred leche se realizd sobre la totalidad
de las vacas en ordefe, también se utilizaron muestras derivadas del control
lechero oficial, en el caso de la sangre entera ademas de muestreos parciales a
la par de las muestras de leche, se utilizaron muestras provenientes del control de

brucelosis de los tres establecimientos que incluyeron la totalidad de los animales.

2.2. Produccién de antigeno

El antigeno WLA (whole cell lysate de M. avium subsp avium, CEDIVE) utilizado
en las pruebas de ELISAI, y AGID se obtuvo a partir de una cepa de M. avium
subsp. avium, la cepa bacteriana D4ER cedida por SENASA. Para su
mantenimiento y desarrollo se utilizé caldo glicerinado y una versién solida del
mismo (ver formula en anexo |) fraccionado en botellas de cultivo tipo Roux y tubos
de vidrio estériles, se incubd el material durante aproximadamente 2-3 meses para
obtener una capa superficial de biomasa aproximadamente de 0,5 centimetros de
espesor. Posteriormente se cosechd cada botella, el caldo fue filtrado y el cultivo
solido en forma mecanica con asa y las micobacterias inactivadas por radiacion

gamma (25 kGry). Luego de este proceso se rompieron las células mediante un
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disruptor celular Constant Systems® a una presiéon de 40 kpsi, el lisado es

centrifugado por 30 minutos a 10000 rpm y el sobrenadante usado como antigeno.

2.3. Caracterizacion del antigeno/ comparaciéon con PPA y SDS-
PAGE.

Se cuantifico la cantidad de proteinas utilizando el reactivo de Bradford y se realizo
una electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, comparandolo con otros

antigenos como se describe en el anexo |.

2.4. ELISAi en suero

La prueba de ELISA que se implementé es una modificacion del protocolo
desarrollado previamente por Traveria (2003), al cual se le suma la utilizacion de
urea como agente caotrépico. Para su ejecucion el dia previo al ensayo se
inmovilizé en microplacas de poliestireno de 96 pocillos 100 uL/pocillo (Greiner
Microlon® F-Botton clear, High Binding) el antigeno WLA a una concentracion
1:486 v/v en buffer carbonato-bicarbonato, pH 9,5. Las placas ya sensibilizadas
se almacenaron en heladera a 4-6°C durante toda la noche. Los sueros se
diluyeron 1:180, en PBS-T20 (tween 20), posteriormente se lavo la placa 3 veces
y se incubaron las muestras ya diluidas durante 30 minutos a 18-20°C, se adicion6
solucion de urea 8M durante 4 minutos, la misma funciona eliminando las uniones
antigeno anticuerpo inespecificas. Como conjugado se utilizé anti IgG bovina-
HRPO Sigma Aldrich®, diluido en PBS-T20 1:5000, se incub6 a 18-20°C durante
30 minutos. Entre cada paso se efectuaron tres lavados con PBS-T20. Se revelo
utilizando como solucién de revelado el buffer citrato-acido citrico (pH 5), como
cromogeno se utilizé ABTS y como sustrato H202, luego de 30 minutos se efectud
la lectura con el lector de ELISA (LabSystem Multiskan®) con filtro 405 nm. Se
consideraron como positivos a aquellos valores de DO iguales o superiores al 70%

con respecto al control positivo.
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2.5. ELISAi en leche

Las muestras de leche se centrifugaron a 2500 rpm 30 minutos, se retird la capa
de crema, para usar la fase acuosa. La puesta a punto de este ELISAI-L se realizd
utilizando como guia el ELISA guidebook, de acuerdo al método de tablero de
ajedrez (Crowther 2002). Las diluciones de trabajo determinadas fueron 1:10 para
las muestras, 1:960 para el antigeno y 1:5000 para el conjugado. Utilizando los
mismos reactivos y procedimientos que en el apartado 2.4. Como control positivo
se utilizé leche proveniente de un individuo con serologias y cultivo positivo. Se
consideraron positivas aquellas DO con un porcentaje de positividad superior al
70% con respecto al control positivo. (Figura 7).

Las soluciones utilizadas en el apartado 2.4 y 2.5 se describen en el anexo Il.

2.5.1. Titulaciéon de reactivos en ELISAI-L.

En microplacas de 96 pocillos se titularon los reactivos a utilizar en el desarrollo
de la prueba de ELISAI aplicada en esta tesis, se buscé establecer la dilucion de
trabajo del antigeno, anticuerpos (muestra) y el conjugado anti-especie. En primer
lugar, se titulé el antigeno y el suero problema, procurando de esta manera que
no haya un exceso de antigeno y que sea suficiente para la cobertura del pocillo
favoreciendo la union de los anticuerpos contra Map a detectar en la muestra,

utilizando el conjugado en la proporcién indicada por el fabricante.
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Figura 7. Podemos observar en la fotografia “A” un muestreo de control lechero oficial. En
la fotografia “B” la vista final de una placa de ELISAI-L.

En segundo lugar, se trabajo con el conjugado, para no dar fondos inespecificos.
En la realizacién de la titulacién se utilizaron leches de animales positivos a PTBC
y de individuos negativos, utilizando la placa de microtitulacién se practicaron
diluciones en base 2 para el antigeno partiendo de 1:240 a 1:30720 (filas A-H), la
leche positiva (columnas 1-6) y negativa (columnas 7-12) se probaron puras, 1:2,
1:4, 1:10, 1:20 y 1:50. (Figura 8, A). Para identificar las condiciones de trabajo se
establecieron las relaciones entre iguales diluciones en suero positivo y negativo,
tomando como la éptima a aquella que marca mayor diferencia entre ambos, para
el caso de la muestra de leche fue 1:10 y para el antigeno 1:960.
Posteriormente se probaron las siguientes diluciones para el conjugado: 1:625,
1:1250, 1:2500, 1:5000, 1:10000, 1:20000, 1:40000 y 1:80000 (A-H, filas). Se
utilizaron un total de 11 muestras, para obtener la condicién de trabajo se
establecio la relacion entre la muestra de mayor DO y las demas, de esta forma
se establecioé 1:5000 como dilucion de trabajo para el conjugado. (Figura 8, B).

Se realiz6 otra experiencia con un total de 12 leches en dilucion 1:4; 1:10 y 1:20,
con el conjugado ya fijo en 1:5000, mediante la cual confirmaron como condiciones

Optimas de trabajo 1:10 para la muestra y 1:960 para el antigeno. (Figura 8, C).
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Figura 8. Se puede apreciar la titulacion de los reactivos para el ELISAI-L explicada en el
apartado 2.5.1.

2.5.2. Implementacién de ELISAi en pooles de leche.

Se trabajé con un total de 167 muestras de materia fecal y leche individuales. Las
mismas fueron procesadas como se describe en el apartado 2.5 y 2.8 de esta
tesis. Conociendo los resultados del ELISAI-L individual y de los aislamientos de
Map en materia fecal, se conformaron los pooles como se describe en la figura 9.
Se utilizaron 100 uL de cada muestra individual para confeccionar los pooles. El
numero de muestras por pool se determiné utilizando la siguiente férmula extraida
de Williams (2010): P+= 1-(1- Po) "', siendo P1 la probabilidad de pooles que
tedricamente resultarian positivos (pool prevalencia) al ELISAip-L (ELISAi en
pooles de leche), Po la prevalencia en muestras individuales y S1 numero de
muestras por pool, se realizaron los calculos para 2, 3, 4, y 5 muestras por pool
(S1), seleccionando 4 S siendo el tamafio que permitiria procesar la menor

cantidad de muestras. Se conformaron pooles de manera aleatoria, utilizando
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Microsoft Excel (Microsoft office® profesional plus 2019), mediante las funciones

“aleatorio”, “jerarquia” y “buscar”.

Conformacion de pooles para ELISAip-L.

Ejecucion del ELISAI-L individual y cultivo de heces en medio liquido M7H9.

Estimacion de la prevalencia y el nimero de muestras por pool (S4).

Mussires pool {8 F] ) ] 3
prevaleneiaPy) 0078

Pool prevalencisfP.) LRLI ) 0 03
A e muBatTas 167

Caniide de poohs KL - &7
Rpeticions P x5 "

Total, a procesar 1084 42 & "

Conformacion aleatoria de pooles y ejecucion del ELISAip-L.

Una o mas muestras positivas al ELISAI-L Todas las muestras negativas al ELISAI-L
MNEG NEG NEG POS NEG NEG MNEG NEG
POOL POS POOL NEG

Mo hace falta abrir el pool.

NEG NEG NEG POS

Apertura del pool positivo para detectar
la muestra positiva.

Figura 9. Conformacién de pooles para el ELISAip-L. Resumen de esta experiencia,
preliminarmente se necesitaron los resultados individuales para la posterior confeccién y
procesamiento mediante ELISAip-L para el diagnéstico de PTBC.
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2.5.3. ELISAi en leche de tanque

La metodologia utilizada en su ejecucién fue la misma que la del ELISAI-L, como

fue descripta en el apartado 2.5.

2.5.4. ELISAi en calostro

Para obtener la titulacion de los reactivos para el ELISAI en calostro (ELISAI-C) se
realizo al igual que en el ELISAI-L el método de tablero de ajedrez. Quedando
definidas las siguientes condiciones de trabajo de los distintos reactivos, el
antigeno 1:480, el conjugado 1:5000 y para el calostro 1:640, fueron diluciones
que mayor diferencia arrojaron entre un calostro proveniente de un animal PTBC

positivo y uno negativo.

2.6. Intradermorreacciéon con PPD Aviar

Se realizd la prueba de la intradermorreaccion, con PPD Aviar (derivados del
crecimiento y lisis de M. avium subespecie avium cepa D4ER), el SENASA
produce PPD Aviar que contiene 25.000 Ul por mL y una concentracién de
proteina de 0,5 mg/mL. La inoculacion se realiza en el pliegue ano-caudal interno
y el volumen a inocular es de 0,1 mL. para determinar la reaccion de
hipersensibilidad de tipo retardada en el pliegue ano-caudal interno. Previamente
a la inoculacion se realiza la medida del pliegue cutaneo con un calibre y luego de
72 hs de la inoculacién, se calculd la diferencia del grosor de la piel. La aplicacion
intradérmica se efectud con una jeringa semiautomatica McLintock®, la misma

esta disefiada para cargar hasta 20 dosis, cada una de un volumen de 0,1 mL. Se
registraron todas las diferencias observadas en los pliegues cutaneos, los
animales con incremento en el pliegue cutaneo fueron considerados como

reaccionantes a la prueba.
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2.7. Tincién de Ziehl Neelsen

La tincién de Ziehl-Neelsen fue utilizada para la coloracion directa de materia fecal
y la coloracion semanal de los cultivos en medio liquido con la finalidad de
observar las micobacterias. Esta técnica implica el uso de fucsina de Ziehl como
colorante principal y azul de metileno como contraste, su fundamento se basa en
la resistencia a la decoloracién con alcohol acido que presentan las micobacterias,
caracteristica otorgada por la presencia de acido micélico en la composicion de su
pared. El compuesto fendlico carbol fucsina, interacciona con los acidos micélicos
favorecido por la accién del calor, debido a que la cera se vuelve menos densa,
mas permeable con la temperatura y las moléculas de colorante se mueven con
mayor facilidad hacia el interior de la pared celular. Posterior al colorante primario
se usa alcohol-acido para decolorar las bacterias que no fueron tenidas porque su
pared no era lo suficientemente afin, por lo tanto, la fuerza del decolorante acido
es capaz de eliminar la fucsina. Después de la decoloracion se realiza el contraste
con el colorante secundario que tifie el material de fondo y toda célula que haya
sido decolorada toma color azul, mientras que las micobacterias acido-resistentes

conservan el color rojo.

2.8. Descontaminacién y cultivo en materia fecal

Para la descontaminacion de materia fecal se utiliz6 el método de la doble
incubacién. Se diluyeron 2 gr de heces en 35 mL de H>O destilada estéril en un
tubo tipo Falcon de 50 mL. Se agité vigorosamente y se dejé reposar a
temperatura ambiente por 30 minutos con la finalidad de que decante la fibra y el
material grosero, posteriormente se transfirieron 5 mL de sobrenadante a un
segundo tubo con 25 mL de cloruro de hexadecyl! pyridinium (HPC) al 0,9% en
caldo cerebro corazén (CCC) a una concentracion de 1,85%, se incubd en estufa

a 37°C por 18 horas. Al dia siguiente se centrifugd por 30 minutos a 1000 g, se
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descarto el sobrenadante dentro de la cabina de flujo laminar (CFL) y se adicion6
1 mL de mezcla de antibiéticos, se agité y se incubo durante toda la noche a 37°C.
(Figura 10). La utilizacion del HPC al 0,75% permite inhibir el desarrollo no solo
de los microrganismos contaminantes comunes, también micobacterias atipicas si
se cumplen con los tiempos de incubacion. Finalmente se inocularon 100 uL del
pellet en tubos con medio liquido M7H9C, con y sin micobactina, con el agregado
de Casitone, albumina, dextrosa, catalasa, yema de huevo y una mezcla de
antibioticos. Ver formulas en anexo Il. Se incubaron a 37°C durante un periodo no
menor a 3 meses, realizando la coloracion en forma semanal, en la busqueda de
la morfologia de grupos o nidos de BAAR caracteristicos de Map. Al ser
detectados como BAAR+ se realizaron repiques en medio de Herrold
suplementado con un extracto obtenido a partir de Mycobacterium smegmatis
(Ms), el cual describiremos en el apartado 2.9. Estos repiques fueron realizados

para facilitar la posterior extraccion de ADN y confirmacién por PCR 1S900.

Figura 10. Resumen de los pasos de la descontaminacion en materia fecal. A) Orden de
las muestras para su diluciéon en agua destilada estéril. B) Posterior a un reposo de 30 minutos
se trasvasan al HPC 5 mL. de sobrenadante. C) Luego de incubar toda la noche a 37°C y
centrifugado se resuspende el pellet en mezcla de antibioticos.
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2.9. Produccién de micobactina a partir de micobacterias

Las micobacterias se cultivaron en caldo glicerinado (anexo 1), para producir
biomasa. Se colectaron en tubos tipo Falcon de 50 mL luego de 1 mes de
incubacién a 37°C. Se inactivaron 30 gramos de soma de cada cepa en autoclave
y se realizé la extraccion descripta por Hall, (1982) con modificaciones como el
lisado previo a 40 kpsi en disruptor celular (Constant Systems cell®). Durante la
disrupcién como vehiculo y extractor se fue adicionando alcohol etilico, se agité
con agitador magnético por 3 horas y se centrifugo a 1500 rpm por 5 minutos con
la finalidad de recuperar el alcohol libre de soma, sobre este ultimo se efectudé una
segunda extraccion con etanol como se describié anteriormente, y determinado el
volumen de alcohol total se adicioné FeCls saturado hasta notar un cambio de
color (aproximadamente 200 pL), igual volumen de cloroformo y de agua, se dejé

reposar a 4°C un dia obteniendo la formacion de tres fases, polar-lipidica y apolar.

Se retird el sobrenadante (fase polar), la fase lipidica, recuperando la fraccién
apolar la cual se evapord con el fin de eliminar el cloroformo y obtener la
micobactina, como se muestra en el anexo lll. La fase polar también se concentré

para probarla como factor de crecimiento.

En una prueba preliminar se procedio a realizar un extracto elaborado a partir de
Ms de manera similar a lo anteriormente descripto. Al desconocer la concentracion
de dicho extracto se usé un volumen equivalente al total obtenido en 1 L. de medio
de cultivo. Estos medios fueron utilizados en este trabajo de tesis tanto para
repiques de cultivos BAAR+ y con indculos de muestras clinicas de materia fecal

obteniendo desarrollo de colonias compatibles con Map. (Figura 11).
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Figura 11. Descripcion de la produccion del extracto de Ms, y el posterior desarrollo de
colonias compatibles con Map. En el medio de Herrold suplementado con el mismo. A) Ms
estacionado en alcohol etilico y cloroformo en iguales volumenes posterior a su lisado. B)
fases obtenidas por centrifugacion 5 minutos a 1500 rpm. C) eliminada la masa de Ms, se
procedid a evaporar la fraccion del cloroformo y el extracto obtenido se utilizé para
suplementar el medio Herrold. D) desarrollo de Map, a partir de muestras clinicas de
materia fecal en medio Herrold suplementado con extracto de Ms.

2.10. Cultivo en leche

A partir de 50 mL de leche obtenida en forma aséptica, se procesoé antes de las 24
horas posteriores a su colecta, para disminuir la probabilidad de contaminacién. Se
centrifugd durante 30 minutos a 3000 rpm a 18-20°C. Dentro de la CFL, se removio
la capa de grasa con una varilla de vidrio estéril, y con pipeta de vidrio estéril se
decantd la leche dejando el pellet o sedimento de células en el fondo del tubo. Se
reconstituyé el pellet en 25 mL de HPC 0,75%, se agit6 en vortex tres veces por 10
segundos, de formarse un coagulo en el fondo se disgregé con una varilla estéril y
se paso por el vortex nuevamente, se incubd durante 6 horas a temperatura
ambiente. Se centrifugd a 3000 rpm durante 30 minutos, se descarto el sobrenadante
y se resuspendio el pellet en 1 mL de mezcla de antibiéticos para posteriormente
incubarse durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se inoculé del mismo modo

que en el apartado 2.8.
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2.11. Extraccion de ADN a partir de cultivos BAAR+

Los cultivos BAAR+ en medio liquido se repicaron en medio Herrold como se
describe en el apartado 2.8. Posteriormente en tubos Eppendorf de 1,5 mL se
colocaron 200 uL de agua ultrapura, libre de ADNasa/ARNasa, se identificé el
tubo, y con un ansa estéril se disolvido una colonia, en los casos donde no se
visualizaron colonias se tomé una ansada de la superficie de siembra y se realizd
la extraccion mediante 3 ciclos de ebullicion/congelamiento. Las extracciones se

reservaron a -20°C hasta su procesamiento.

2.12. Extraccion de ADN de materia fecal

La extraccion de ADN a partir de materia fecal se encuentra limitada por la
presencia de inhibidores como se describid en el apartado 1.8.1.1, en este
apartado se describiran el kit de extraccion comercial y la extraccién de ADN por

solventes utilizadas en esta tesis.

2.12.1. Extraccion de ADN mediante kit comercial

Las muestras de materia fecal se acondicionaron en tubos Eppendorf de 1,5 mL.
Rotulados en forma individual y almacenados a -20°C para su posterior
procesamiento. La extraccién de ADN se realizé mediante la utilizacion del Kit de
extraccion Quick-DNA Fecal (Zymo Research® (ZR) Fecal DNA Mini PrepTM,
Catalogo N°D6010, The Epigenetic Company, USA) siguiendo las indicaciones del

fabricante.
A continuacién, se describira en mayor detalle los pasos de dicho protocolo.

Se colocaron 150 mg de heces en un tubo “ZR Bashing Bead”, mas 750 uL de
buffer de lisis. Para su posterior lisis mecanica se colocé en un disruptor

favoreciendo la ruptura de la pared bacteriana.
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Se centrifugo el tubo del paso anterior a 10000 g 1 minuto y se transfirio 400 yL
del sobrenadante a un tubo “Zymo-Spin IV”, se calzé en un tubo de descarte, se

centrifugd a 7000 g 1 minuto.

Se afnadié 1200 uL de buffer de ADN en heces para el filtrado en el tubo de
descarte, y se transfirid 800 yL de la mezcla del paso anterior a una columna
“Zymo-Spin C II”, nuevamente se colocd en un tubo de descarte y se centrifugd a
10000 g durante 1 minuto. Se descarté el flujo a través del tubo de descarte y se
repitio el paso anterior. Se afiadié 200 uL de ADN buffer de prelavado a la columna
“Zymo-Spin II” en un nuevo tubo de descarte y se centrifugd. Posteriormente se
afiadié 500 uL de ADN en tampédn de lavado de heces a la columna y nuevamente
se centrifugd. Se transfirié la columna “Zymo-Spin II” a un tubo de micro centrifuga
de 1,5 mL y se afnadié el buffer de elusion (100 yL) directamente a la columna. Se
centrifugd a 10000 g durante 30 segundos para recuperar el ADN. Por ultimo, se
transfirio el ADN eludido a un tubo Zymo-Spin IV-HRC en un tubo de

microcentrifuga durante 1 minuto. EI ADN filtrado es adecuado para PCR.

2.12.2 Extraccion de ADN en materia fecal mediante solventes.

Se disolvieron 5 gr de materia fecal en 40 mL de agua destilada estéril. Se agito
suavemente por 15 minutos y se dejé decantar 30 minutos. Se recuperdé 1 mL de
sobrenadante y se conservo a -20°C hasta su uso. Se agité con vortex por 10
segundos y se dejo en reposo por 10 minutos. A partir de 800 yL de sobrenadante
en tubos de 1,5 mL, se centrifugd a 14000 g 20 minutos. Se removidé el
sobrenadante y adicioné 500 yL de buffer TE (0,35 M TRIS pH 8, 10mM EDTA).
En un tubo con silice se agité en forma horizontal en vortex por 10 minutos. Se
adicionaron 250 pL de buffer lisis (10mM TRIS HCI pH 8, 2mM EDTA, 400 mM
NaCl, 1% SDS), 20 L de proteinasa k (Promega®, Madison, USA) y se incubé 40

minutos a 65°C. Posteriormente se realizaron dos extracciones (F/CL/I) 25:24:1,



56

10 min a 10000 g. Se recuperd la fase acuosa y se realizé una nueva extraccion
cloroformo-isoamilico (24:1) para eliminar restos de fenol. La precipitacion se
realizd con acetato de sodio 10 M y 2 vol. de etanol 100% frio, durante 2 horas a
-20°C. Se centrifugd a 10000 g 30 minutos, y se lavd con etanol 70%. El pellet de
ADN se resuspendié en 50 pL de buffer TE 1X y se conservo a -20°C hasta su

uso.

2.13. Extraccion de ADN a partir de calostro y leche.

Se centrifugd 50 mL de leche a 4000 rpm durante 20 minutos, se eliminé la capa
lipidica y el sobrenadante, obteniendo el pellet de células que se resuspendi6 en
1,6 mL de Buffer TE 1X. Se tomaron 800 uL del paso anterior y se centrifugaron a
12000 rpm 2 minutos, se elimind el sobrenadante y se adicioné 500-750 uL de
buffer TE (0,35M Tris pH 8, 10 mM EDTA) previamente templado a 65°C. Se
agregaron 250 uL de buffer de lisis-100 yL de SDS 10% y 20 yL de proteinasa K
(20mg/mL) (Promega®, Madison, USA) y se incub6 durante 40 minutos a 56°C.
Posteriormente se realizaron dos extracciones, primero con fenol-cloroformo-
isoamilico 24:24:1 y otra con cloroformo-isoamilico 24:1. En cada extraccion se
centrifugd a 12000 rpm durante 10 minutos y se recuperd la fase acuosa. A la cual
se le adicion6 100 yL de CINa 5 M y 0,6 vol. de alcohol isopropilico, se incubd
durante toda la noche a -20°C con la finalidad de que se produzca la precipitaciéon
de ADN, se centrifugd a 12000 rpm. Descartamos el sobrenadante y realizamos
dos lavados con etanol al 70% frio, se centrifugd 10 segundos, se elimind el
alcohol y dejé secar, finalmente se resuspendié el ADN con 20 uL de agua

ultrapura o de buffer TE 1X. y se conservé a -20°C hasta su utilizacion.



57

Nota: para el caso del calostro inicialmente a 35 mL del mismo se le agrego 15 mL
de PBS estéril para disminuir su densidad y se prosiguié de igual forma que para

las muestras de leche.

2.14. Protocolo de PCR 1S900

Se realizé PCR punto final, tomando como diana el segmento de insercion 1IS900
mediante el protocolo descripto por Collins y col. (1993), para darle identidad a los
aislamientos en materia fecal, en leche y posterior a la extraccion de ADN
directamente sobre dichas muestras clinicas. Los primers utilizados fueron: (F) 5'-
GATCGGAACGTCGGCTGGTCAGG-3', (posicion en 1S900 662-640 pb); (R) 5'-
GATCGCCTTGCTCATCGCTGCCG-3’ (posicion en /1S900 445-467 pb) dando un
producto de PCR de 217 pb; la DNA Polimerasa BIOLINE® (Londres, Reino

Unido) y el termociclador Evo MPI Mo2® (La Plata, Argentina).

Condiciones de amplificacién:

Desnaturalizacion inicial a 94°C 3 minutos.
[ Desnaturalizacién a 94°C 1 minuto.
30 ciclos Hibridacion a 62°C 1 minuto.
Extension a 72°C 1 minuto.

Extension Final a 72°C 8 minutos.

\

2.15. Protocolo de LAMP 1S900.

La técnica de LAMP se aplicé sobre extracciones de ADN realizadas en heces, siendo
IS900 el segmento diana, siguiendo como lineamiento el protocolo descripto por
Enosawa y col. (2003). Para un volumen final de 25 pL por muestra procesada se

utilizaron: 2 yL de ADN, 12,5 yL de enzima colorimétrica WarmStart® master mix
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(Biolabs®, New England, USA), 1 uL de cada uno de los cuatro primers y 6,5 yL agua
ultrapura. La master mix previamente mencionada posee como caracteristica de virar
de color con el cambio de pH que se produce como resultado de la reaccion. El programa
de ciclado fue acorde a la temperatura de hibridacion de cada primer. A continuacion,

se detallan los primers utilizados.

Primers Secuencia 5’-3’

F3 CGATCA TCG CCG ATC AG

B3 GCC AGT AAG CAG GAT CAG C

FIP GTCAGG ATG CGC AGC TCG ACC ACG ACT TGC AGC CTC TG
BIP CGATCG AACCGAATGCGC GGG CTCTTGTTGTAGTCGAAGG

Condiciones de amplificacion:

65°C 1 minuto —Desnaturalizacion inicial
65°C 10 minutos —Desnaturalizacion

1 ciclo 65°C 10 minutos —Hibridacion
65°C 10 minutos —Extensién

95°C 1 minuto —Extension Final

2.16. Métodos estadisticos

Las pruebas estadisticas utilizadas pertenecen a la estadistica frecuentista y
también se recurrieron a pruebas probabilisticas de la estadistica Bayesiana. A
continuacion, se mencionan dichas pruebas haciendo una breve descripcion de

las mas relevantes.
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Prueba de Shapiro Wilk

La prueba de Shapiro Wilk se usa para contrastar la normalidad de un conjunto de
datos, nos permite tomar una decision sobre su distribucién de probabilidad y es
recomendada para variables continuas con gran numero de datos. La hipotesis
nula es que la distribucion analizada tiene distribucién normal. Si p es <0,05 no
tiene distribucion normal, si p es 20,05 se aceptaria que los datos analizados

presentan distribucién normal.

Test no paramétrico de Wilcox

Es una prueba no paramétrica para comparar el rango medio de dos muestras
relacionadas, determinar si existen diferencias entre ellas, y si las hay si son
debidas al azar o si son estadisticamente significativas. Se utiliza como alternativa
a la prueba t de Student cuando no se puede suponer la normalidad de dichas
muestras. Es una prueba no paramétrica de comparacion de dos muestras

relacionadas y por lo tanto no necesita una distribucion especifica.

Test de Correlacion.

Nos permite comprobar si una variable se correlaciona con otra, es decir si cuando
una aumenta de valor la otra aumenta (relacién positiva) o disminuye (relacion
inversa) de manera sistematica. El analisis de correlacion permite hallar un
estadistico que es el coeficiente de correlacién (r) el cual se halla entre -1 y 1.
Cuanto mas cercano sea a 1 indica una fuerte relacion positiva entre las variables
estudiadas, es decir cuando una aumenta, la otra también lo hace. Por su parte
un valor de r cercano a -1 también muestra una gran correlacion entre las
variables, pero de manera inversa. Un valor cercano a 0, nos indica falta de
relacion entre las variables. El coeficiente de correlacion (r) elevado al cuadrado

(r2) se conoce como coeficiente de determinacién y nos indica que porcentaje de


https://es.wikipedia.org/wiki/Contraste_de_hip%C3%B3tesis
https://es.wikipedia.org/wiki/Estad%C3%ADstica_no_param%C3%A9trica
https://es.wikipedia.org/wiki/Prueba_t_de_Student
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una variable es explicado por la variacién de la otra. También en una correlaciéon
tendremos un valor de p-value si el mismo es p<0,05 nos indicara que las variables

estan correlacionadas si es >0,05 indicara falta de correlacion.

Regresion lineal

La regresion entre dos variables correlacionadas nos permite hallar una funcién o
modelo matematico que ajuste y relacione los valores de una variable dependiente
con la otra variable independiente a través de férmulas matematicas. Cuando se
trata de una regresién lineal la funcién de ajuste y la representacién grafica se
basa en unarectay la ecuacion de la misma. Este método es aplicable en muchas
situaciones en las que se estudia la relacién entre dos 0 mas variables o predecir
un comportamiento.

Concordancia entre pruebas-indice Kappa

El coeficiente kappa fue propuesto originalmente por Cohen (1960) para el caso
de dos evaluadores o dos métodos. Expresa la proporcion de concordancia mas
alla del azar, de forma que un valor de kappa igual a 0 indica que no existe ninguna
concordancia una vez descontada el factor azar, mientras si el valor de kappa es
igual a 1 nos indica una concordancia total. Segun los valores obtenidos el grado
de concordancia variara desde: 0 o menor a 0 no acuerdo; 0-0,2 Insignificante;
0,2-0,4 Bajo; 0,4-0,6 Moderado; 0,6-0,8 Bueno; 0,8-1 Muy Bueno. Debe recalcarse
que el valor de kappa no indica cual es el método que proporciona los mejores
resultados en términos del numero de animales sanos o enfermos correctamente
diagnosticados, ni si ambas poseen la misma Se y Sp, y tampoco sirve como

medida de estos valores.
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Analisis ROC

El analisis de las caracteristicas operativas del receptor (ROC) se desarrolld en
los afios cincuenta como herramienta para el estudio de deteccion e interpretacion
de sefiales de radar su objetivo era discriminar las verdaderas sefales del ruido
de fondo (Lusted, 1971). De la misma forma que en el receptor de radar se
produce un solapamiento entre las verdaderas sefiales y el ruido, al realizar
pruebas diagndsticas existe un solapamiento entre los resultados de los pacientes
enfermos y aquellos no enfermos es decir sanos. Por este motivo, las aplicaciones
de las curvas ROC se extendieron a multiples sistemas diagnésticos, incluidas las
pruebas de laboratorio (Zweig y col., 1993). Al utilizar este analisis se elabora un
grafico o curva que representa la Se y la Sp de una prueba diagndstica. Se debe
recordar que la Se de una prueba diagnéstica es la probabilidad de obtener un
resultado positivo cuando el individuo tiene la enfermedad. La Sp de un test indica
la probabilidad de obtener un resultado negativo cuando el individuo no tiene la
enfermedad, por lo tanto, mide su capacidad para descartar la enfermedad cuando
ésta no se encuentra presente. Entre las ventajas de este método de analisis se
puede mencionar que puede ser aplicado a cualquier distribucion del valor, utiliza
los datos clinicos reales para el desarrollo del valor de corte, analiza tanto la
informacién sobre la poblacion enferma como la de la no-enferma y puede ser
ajustado segun los objetivos particulares de diagnéstico. La desventaja del método
es que requiere contar con una prueba de referencia de la enfermedad en la
poblacién a estudiar (Pfeiffer, 2002). En el eje y de ordenadas se situa la Se o
fraccion de VP. En el eje x de abscisas se ubica la fraccion de FP o 1-Sp. Las
curvas de ROC explican el analisis de una prueba diagnéstica en funcién de su
Se y Sp expresada en porcentaje. Idealmente, una prueba de diagndstico posee
un 100% de Se y un 100% de Sp, o valor 1 (sector superior izquierdo del grafico),

lo cual se conoce como area bajo la curva (AUC). Si una prueba realiza el
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diagnéstico de manera aleatoria, se dice que carece de valor predictivo, o de
capacidad para discriminar entre el positivo y el negativo, y la relacién entre la Se
y Sp es lineal; por lo tanto, siguiendo esa linea, al querer aumentar la Se o mayor
numero de positivos, proporcionalmente disminuira la Sp. Si el AUC es de 0,5 la
discriminacion entre enfermos y sanos es como lanzar una moneda y seria
considerado Test malo; entre 0,6-0,75 Test regular; 0,75-0,9 Test bueno; 0,9-0,97

Test muy bueno; y 0,97-1 Test excelente.

Estadistica Bayesiana

La estadistica Bayesiana a diferencia de la estadistica frecuentista, permite
priorizar el muestreo a la “diferencia significativa” o “p-value”. Es decir, partiendo
de la muestra como centro tratamos de ajustar a la misma los parametros,
invirtiendo asi el mecanismo frecuentista, esto nos permite iniciar el analisis desde
la muestra que no es una teoria sino de lo mas cercano a la realidad. La
metodologia bayesiana propone especificar un modelo de probabilidad que
incluya algun tipo de conocimiento previo (a priori) sobre los parametros del
modelo dado. De esta manera, la induccién bayesiana consiste en usar recursos
probabilisticos para actualizar o cambiar nuestra asignacién probabilistica inicial o
previa, haya sido ésta “objetiva” o “subjetivamente establecida”, a la luz de nuevas
observaciones. Produce una probabilidad conformada a partir de dos
componentes: una que con frecuencia se delimita subjetivamente, conocida como
“probabilidad a priori”, y otra objetiva, la llamada Verosimilitud o likelihood, basada
exclusivamente en los datos. Esta probabilidad a priori, una vez incorporada la
evidencia que aportan los datos, se transforma asi en una probabilidad a

posteriori.
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Analisis de pruebas diagnésticas mediante estadistica Bayesiana.

Es una de las aplicaciones mas comprensibles de la estadistica Bayesiana ya que
partimos de una prevalencia o valencia anterior a la prueba, se aplica el teorema
de Bayes y se obtiene una probabilidad posterior al test. Para ejecutar este analisis
estadistico se empleo el software R Core Team version 4.0.2 (2020). Mediante la
metodologia y Script descripta por Risso y Risso, 2017. Obteniendo los siguientes
resultados.

Se= VP/(VP+FN) o = a/(a+hb)

Es la probabilidad condicional P(+/E) de dar un resultado positivo (+) cuando existe
el evento enfermedad (E).

FN= FN/VP+FN) o b/(a+b)

Es la probabilidad condicional P(-/E) de dar un resultado negativo (-) cuando existe
el evento enfermedad (E). Es llamado Error tipo Il o B.

Sp= VN/FP+VN) o d(d+c)

Es la probabilidad condicional P(-/E) de dar un resultado negativo (-) cuando NO

existe el evento enfermedad (E).

FP = FP/(FP+VN) o c/(c+d)

Es la probabilidad condicional P(+/NE) de dar un resultado positivo (+) cuando no
existe el evento enfermedad (E). Es llamado Error tipo | o a. Los siguientes son
parametros “a posteriori”.

VPP= VP/(FP+VP) o al/(a+c)

Es la probabilidad condicional P(E/+) de estar enfermo (E) cuando se da un
resultado positivo (+) con la prueba diagndstica.

VPN= VN/FN+VN + o d/(b+d)

Es la probabilidad condicional P(NE/-) de No estar enfermo cuando primero se da
un resultado negativo (-) con la prueba diagnéstica.

Razén de Verosimilitud (LR).
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La finalidad del uso de una prueba diagnéstica es influir en la opinién del médico
acerca de si el animal tiene la enfermedad o no. A tal efecto, presentar el resultado
como positivo o negativo no es util por lo revisado previamente, ya que ese
resultado que podria ser un FP o FN. Por lo tanto, es necesario un valor que
evidencie al médico cuan posible podria ser que el resultado de la prueba fuese
producido por un enfermo en comparacién con un no enfermo. Esto es posible con
la LR 6 Cociente de probabilidad. Puede calcularse tanto para los resultados
positivos “razén de verosimilitud positiva” (LRp), como para los negativos (LRn).
LRp = [a/(a+b)] / [c/(c+d)] o LRp = Sensibilidad/(1-Especificidad) o LR+ = P(+/E)
/P(+/NE).

Si el resultado de la prueba diagnéstica es (+) hay X (valor de LR+) /1 posibilidades
estar enfermo. Indica cuantas veces aumenta la posibilidad de estar enfermo, que
no estar enfermo, ante un resultado (+).

LRn = [b/(a+b)] / [d/(c+d)] o LRn = (1-Sensibilidad) /Especificidad o LRn = P(-/E)
/P(-INE).

Si el resultado de la prueba diagnéstica es (-) se tiene X (valor de LR-) /1
posibilidades de estar enfermo. Se utiliza con menos frecuencia que el LR+. Indica
cuantas veces aumenta la posibilidad de estar enfermo, que no estar enfermo ante
un resultado (-).

Prevalencia real= (a+b) /(N)

Es la probabilidad de estar enfermo P(E)= E/N

1-Prevalencia= (c+d) /(N)

Es la probabilidad de no estar enfermo P(NE)= NE/N.

El LR no depende de la prevalencia y proporciona una medida cuantitativa de la
informacion diagndstica producida por el resultado de una prueba en particular. Si
se usa en combinacion con la expectativa inicial de la probabilidad que un animal

tenga una cierta condicion (probabilidad pre prueba) se puede calcular una
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estimacion revisada de la probabilidad general de la condicion (probabilidad pos
prueba). Con el fin de realizar la revisiéon de la probabilidad pre prueba, tiene que
convertirse en una “odds” pre prueba (a priori).

Odds a priori= Prevalencia / (1-Prevalencia) Es la razén entre la P(E)/(1-P(E)). Si
el resultado se multiplica por el LR+ se puede estimar las probabilidades “odds”
pos prueba (a posteriori) +.

Odds a posteriori + = Odds a priori x LR+

Es la posibilidad de estar enfermo si el resultado es positivo (+), mientras que el
Odds a posteriori — (=0dds a priori x LR-) es la posibilidad de estar enfermo si el
resultado es negativo (-). Para convertir a estos valores en probabilidad se
deberan realizar los siguientes calculos:

Probabilidad Pos Prueba Positiva (PPP+) = Odds a posteriori +/ 1 + Odds a
posteriori +

Probabilidad Pos Prueba Negativa (PPN-)= Odds a posteriori-/ 1 + Odds a
posteriori — La PPP+ y la PPN- son las probabilidades de estar enfermo si los

resultados son (+) o (-) respectivamente.

Analisis de las componentes principales (PCA)

El PCA construye una transformacion lineal que escoge un nuevo sistema de
coordenadas para el conjunto original de datos en el cual la varianza de mayor tamafo
del conjunto de datos es capturada en el primer eje (llamado el Primer Componente
Principal), la segunda varianza mas grande es el segundo eje, y asi sucesivamente.
Permite observar la relacion entre variables cuantitativas y cualitativas. Es de gran
utilidad en el analisis exploratorio de datos. Es de esperar que estos dos primeros
componentes expliquen un porcentaje importante de la variabilidad de los datos.

Para su ejecucioén se utilizé el software R y la biblioteca FactoMineR.
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Regresion logistica

En la regresion logistica es un tipo de modelo en que la variable dependiente es
cualitativa. En este modelo se busca una funcion que relacione variables
independientes (predictoras) cuantitativas y/o categoéricas con la probabilidad que
una variable dependiente cualitativa tome uno u otro valor de dos posibilidades.
Es decir, la variable dependiente sera dicotomica. Es util para modelar
la probabilidad de un evento ocurriendo en funcién de otros factores. El analisis
de regresidn logistica se enmarca en el conjunto de Modelos Lineales
Generalizados (GLM por sus siglas en inglés) que usa como funcion de enlace la
funcién logit. Las probabilidades que describen el posible resultado de un unico
ensayo se modelan como una funcién de variables explicativas, utilizando una

funcién logistica.

Prueba de Chi2. Esta prueba estadistica se usa para evaluar si hay o no una
asociacion entre dos variables. Es decir, nos da informacién acerca de
independencia o no de las variables entre si. Mientras menor sea el grado de
asociacion, menor es el valor de Chi?; cuando la independencia entre ellas es nula
el valor es cero. Por el otro lado, cuanto mayor sea el grado de independencia
entre las variables, el valor de Chi? sera mayor, hasta alcanzar la independencia
absoluta. El nivel de significancia usado fue de P <0.05 y en todos los casos se

utilizé la correccion de Yates.


https://es.wikipedia.org/wiki/Probabilidad
https://es.wikipedia.org/wiki/Modelo_lineal_generalizado
https://es.wikipedia.org/wiki/Modelo_lineal_generalizado
https://es.wikipedia.org/wiki/Logit
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CAPITULO 3. RESULTADOS.

3.1. Produccioén y caracterizaciéon de antigeno.

La produccion de antigeno se llevé a cabo como se describe en el apartado 2.2
del capitulo materiales y métodos, posteriormente se practicO una corrida
electroforética como se describe en el apartado 2.3 comparando distintos lotes del
antigeno WLA (L2, L4, L5, L8, L9) con el PPA (Allied Monitor®, INC; Fayette,

USA). (Figura 12).

kDa.

97 —
66 —

45—
31—

22 —
14—
AgMap PPA TBC L8 L2 L4 L5 - L9 BSA

Figura 12. SDS-PAGE de los antigenos producidos y utilizados. Podemos observar los
diferentes patrones de bandas obtenidos y su peso molecular aproximado.

kDa= kilo Dalton. Calle 0= Antigeno obtenido a partir de Map, imagen extraida de Reichel
y col. (1999). Calle 1= Antigeno PPA. Tanto calle 0 como calle 1 son patrones de
comparacion con el resto de los lotes de antigenos de produccién local. Calle 2= antigeno
de tuberculosis. Calle 3= L8. Calle 4= L2. Calle 5= L4. Calle 6= L5. Calle 8= L9 y Calle 9=
seroalbumina bovina proteina que tiene un PM de 66,5 kDa.

En base a este ensayo los antigenos utilizados en esta tesis fueron los lotes L2,
L4 y L5 los cuales mostraron mayor integridad en sus bandas. Posteriormente
mediante el método de Bradford se estimd la cantidad aproximada de proteinas
de los mismo siendo en promedio 32 mg/mL. Lo cual a la dilucién de trabajo del

ELISA aplicada equivale a un aproximado de entre 5-6,6 ug/pocillo.
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Con la finalidad de comparar el desempefio de los antigenos comercial PPA y el
WLA producido a partir de M. avium subsp. avium en el ELISAI-S se procesaron
un total de 72 sueros sanguineos como se describe en el apartado 2.4; en el caso
de PPA se utilizé a una concentracién de 7,5 ug /pocillo. Los cultivos en materia
fecal de los 72 animales se ejecutaron como indica el apartado 2.8. Obtenidos los
porcentajes de positividad (pos) se procedié a realizar el analisis estadistico.
(Tabla 4). Primariamente se evaluaron los datos mediante Shapiro Wilk, se
constatd que los mismos no presentaban distribucidn normal, al ser dos
mediciones distintas sobre la misma muestra se aplico el test no paramétrico de
Wilcox, observandose diferencias significativas entre PPA y WLA (p-value=
1.749e2). En la Figura 13 se puede observar un grafico boxplot que muestra las
diferencias entre las medias de los pos obtenidos a partir de ambos antigenos,
siendo los de PPA significativamente menores que los de WLA. Se
correlacionaron ambos resultados, obteniendo un coeficiente de correlacion de
0,901 con un IC del 95% (0,856-0,100), siendo la correlacion entre los resultados
obtenidos para ambos antigenos positiva y estadisticamente significativa (p-
valué<0,05). En la Figura 14 se muestra la distribucién de los pos obtenidos al

enfrentar a cada suero bajo prueba a los antigenos PPA y WLA mediante el test

de ELISAI-S.
PPA
Negativos Positivos TOTAL
WLA Negativos 68 1 69
Positivos 0 3 3
TOTAL 68 4 72

Tabla 4. Resumen de los resultados obtenidos para un punto de corte del 65% para ambos
antigenos.
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Comparacion entre antigenos PPA y WLA en ELISAI-S de PTEC
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Figura 13. Comparacion de los porcentajes de positividad (pos) obtenidos en el ELISAI-S
utilizando antigeno (Ag) PPA y WLA. Las muecas de las cajas evidencian que las medias
difieren significativamente.

Porcentajes de positividad de los antigenos PPA y

WLA

Porcentaje de positividad
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Figura 14. Distribucion de los pos de los 72 sueros analizados mediante ELISAI-S con los
dos antigenos bajo prueba. Los pos obtenidos por PPA son inferiores a los de WLA, lo
cual no influye significativamente a la hora de clasificarlos como positivos y negativos. La
linea roja indica el punto de corte.

A continuacion, se estimo la concordancia mediante el calculo del valor Kappa con

IC del 95% empleando el software online WinEPI (WinEpi: Working IN



http://winepi.net/sp/index.htm
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EPldemiology), siendo el mismo de 0,85 con un IC del 95% (0,62-1,08); el cual
expresa un grado de concordancia excelente entre el uso de antigenos PPA y
WLA. En cuanto a los cultivos en materia fecal resultaron positivos 3/72. Con la
informacién del cultivo y los resultados de ambas serologias se obtuvieron las AUC
de PPA, WLA y se compararon mediante DelLong's test, utilizando el software R
version (4.0.2), paquete pROC (Robin y col., 2011). No se encontraron diferencias
significativas entre las AUC obtenidas (p-value= 0,695), siendo las mismas de

0,763 y 0,756 y para PPA y WLA respectivamente.

3.2. Resultados serolégicos y aislamientos de Map en heces.

Se obtuvieron muestras individuales de materia fecal, suero sanguineo y leche de
370 bovinos Holando Argentino. Las mismas fueron procesadas mediante cultivo,
ELISAI-S y ELISAI-L respectivamente, con la finalidad de conocer el estatus de
cada individuo en cuanto a la eliminacion fecal de Map mediante su aislamiento y
posterior confirmacién por PCR 1S900, las muestras de materia fecal se colectaron
en algunas ocasiones una semana posterior a la ejecucion de las serologias y en
otros casos en el mismo momento que las muestras de suero y leche. Los

resultados se resumen en la tabla 5.

370 (100%) | ELISAI-S+ _ ELISAI-S- ELISAi-L+ ELISAI-L-
Cultivos+ (59) | 43 (11,62%) 16 (4,32%) 37 (10%) 22 (5,95%)
Cultivos- (311) | 36 (9,73%) 275 (74,32%) 28 (7,57%) 283 (76,49%)

Tabla 5. Resultados de los 370 ELISAI-S, ELISAI-L para un punto de corte del 70% de
positividad y cultivos en materia fecal para la deteccién de Map confirmados por 1S900.

Se elabord la siguiente tabla de doble entrada con la finalidad de obtener la indice

kappa entre ambos ELISAs.
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ELISAIi-S
Negativos Positivos | TOTAL
ELISAi-L Neg?t.IVOS 279 12 291
Positivos 26 53 79
TOTAL 305 65 370

La concordancia obtenida mediante el calculo del coeficiente kappa fue de 0,67
conun IC 95% (0,57-0,77), el cual expresa un grado de concordancia acorde entre
el ELISAI-S y el ELISAI-L para el diagndstico de PTBC.

Posteriormente, utilizando como variable los pos se estimd un coeficiente de
correlacion entre ambos ELISAs de 0,69 con un IC del 95% (0,63-0,74), resultando
una correlacion positiva y estadisticamente significativa (p-value<2,2e'%), como
se evidencia en la Figura 15. Se estim6 una regresion lineal entre ambos ELISAs
siendo la misma significativa con un R?=0,48 indicando un grado de acuerdo

sustancial.
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Figura 15. El grafico de dispersidon muestra una asociacion positiva y una relacion lineal
entre el ELISAI-S y el ELISAI-L para el diagnostico de PTBC. Con un IC del 95% que se
vuelve algo mas amplio aproximadamente a partir de 70% positividad donde los datos son
mas dispersos con respecto a la linea de tendencia central.
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3.2.1. Andlisis ROC de ELISAi-L y ELISAIi-S

En este apartado el objetivo fue calcular mediante analisis ROC las AUC, las
caracteristicas operativas de los dos ELISAs y estimar el punto de corte.

Se realizé el analisis estadistico empleando el software R Core Team version 4.0.2
(2020). Las variables en estudio fueron los pos obtenidos luego de ejecutar ambos
ELISAs, y cultivos positivos como casos (1) y negativos como controles (0), se
trabajé sobre los resultados presentados en el apartado 3.2. El area bajo la curva
(AUC), puntos de corte, Se y Sp se determinaron mediante analisis ROC utilizando
el paquete pROC (Robin col.,, 2011), se calcularon los valores predictivos
mediante estadistica bayesiana (Risso y Risso, 2017). El analisis ROC arrojé un
AUC de 0,862 con un IC 95% (0,81-0,92) para el ELISAI-S. y de 0,817 con un IC
95% (0,75-0,89) para el ELISAI-L, con una potencia de 1 para ambas AUC. Si bien
por los valores de ambas AUC se pueden clasificar como test diagndsticos buenos
(0,75-0,9), mediante el estadistico DelLong's test se observaron diferencias
significativas entre ambas AUC (p-value= 0,026), siendo menor el AUC obtenido
para el ELISAI-L. Se calculé el punto de corte maximizando la Se y Sp para ambos
ELISAs, es decir mediante indice de Youden, siendo de 68,2% para el ELISAI-S y
63,9% para el ELISAI-L respectivamente. La informaciéon que se resume en las
Figuras 16 y 17. Para dichos puntos de corte la Se fue de 79,7% (69,4-89,8%) y
72.9% (61-83%) y la Sp de 88,4% (84,5-91,6%) y 89,7% (86,5-92,9%), para los
ELISAI-S y en leche respectivamente, para el suero el VPP fue 0,566 y VPN fue

0,96; para el ELISAI-L el VPP fue 0,57 y el VPN fue 0,94.
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Figura 16. Grafico de curva ROC obtenida para el ELISAI-S. Podemos evidenciar en él, el
AUC, el punto de corte calculado mediante indice de youden, la Sp y Se para el mismo.
En sus ejes la Se y Sp expresadas como frecuencias de 0 a 1.

ELISAI-L, analisis ROC
= O — T
o | .~
L]
E o | 63875(0897,0729) | |
= [ ]
= < AUC: 0.817
TR eRdEEEaa 00909000zl jSaaaaaa
o
SO 4 ——
L]
o | R |
& .
1.0 0.5 0.0
Especificidad

Figura 17. Grafico de curva ROC obtenida para el ELISAI-L. Podemos evidenciar en él, el
AUC, el punto de corte calculado mediante indice de youden, la Sp y Se para el mismo.
En sus ejes la Se y Sp expresadas como frecuencias de 0 a 1.
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En las tablas 6 y 7 se expresan para diferentes alternativas de puntos de corte
expresados en pos los calculos de su Se y Sp media, baja y alta.

A continuacién, conociendo los puntos de corte se seleccionaron 3 alternativas,
para cada uno de los ELISAs y se aplicé estadistica bayesiana a través de la
metodologia de razdn de probabilidades u Odds, cuyos resultados se resumen en
las tablas 8 y 9. Obteniendo asi LRp, LRn, Odds posteriori positivo y negativo
(OpostP y OpostN) y los valores predictivos cuyas interpretaciones se aclararon

previamente en el apartado 2.15 del capitulo materiales y métodos.

Punto de corte Sp Sp Sp Se Se Se
(%) baja media alta baja media alta
68,2 0,84 0,88 0,92 0,69 0,79 0,89
72,9 0,87 0,90 0,93 0,55 0,67 0,79
75,0 0,89 0,92 0,95 0,50 0,62 0,74
79,7 0,90 0,93 0,96 0,56 0,57 0,69
83,3 0,91 0,94 0,96 0,34 0,45 0,59
88,2 0,92 0,95 0,97 0,28 0,40 0,52
90,8 0,94 0,96 0,98 0,22 0,33 0,45

Sp= especificidad; Se= sensibilidad; ELISAi-S= ELISA indirecto en suero.

Tabla 6. Especificidad (Sp) y sensibilidad (Se) calculadas utilizando el software R con el
paquete pROC para distintos puntos de corte en ELISAI-S, con un Intervalo de Confianza
del 95%.
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Punto de corte Sp Sp Sp Se Se Se
(%) baja media alta baja media alta
63,9 0,86 0,89 0,92 0,61 0,72 0,83
67,2 0,87 0,90 0,93 0,57 0,69 0,81
76,5 0,90 0,93 0,95 0,39 0,52 0,66
79,2 0,91 0,94 0,97 0,33 0,46 0,58
84,2 0,93 0,96 0,98 0,20 0,32 0,44
86,2 0,94 0,97 0,99 0,18 0,28 0,40
93,1 0,95 0,98 1,00 0,11 0,22 0,34

Sp= especificidad; Se= sensibilidad; ELISAi-L= ELISA indirecto en leche.

Tabla 7. Especificidad (Sp) y sensibilidad (Se) calculadas utilizando el software R con el
paquete pROC para distintos puntos de corte en ELISAI-L con un Intervalo de Confianza

del 95%.

Corte Oapri LRp LRn OpostP OpostN
0,19 6,88 0,23 1,31 0,04

68,20% Se Sp Pre VPP FP VPN FN
0,797 0,884 0,159 0,566 0,434 0,958 0,041
Oapri LRp LRn OpostP OpostN
0,19 8,13 0,404 1,54 0,077

75,00% Se Sp Pre VPP FP VPN FN
0,627 0,923 0,159 0,607 0,393 0,929 0,0767
Oapri LRp LRn OpostP OpostN
0,19 8,92 0,654 1,69 0,124

89,00% Se Sp Pre VPP FP VPN FN
0,373 0,958 0,159 0,629 0,371 0,89 0,11

Tabla 8. Resumen de las caracteristicas operativas del ELISAi-S obtenidas a partir del
analisis Bayesiano para distintos puntos de corte.

Los valores de Se y Sp media para los distintos puntos de corte no difieren entre

la estadistica frecuentista y la Bayesiana, la prevalencia obtenida en estas

muestras analizadas fue del 15,9%. Podemos interpretar por ejemplo para un

punto de corte de 68,8% en el ELISAI-S el LRp de la siguiente manera: si el
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individuo esta enfermo, tiene 6,88/1 posibilidades de ser positivo al test. EI LRn: si
esta enfermo tiene 0,23/1 posibilidades de ser negativo al test. El OpostP: indica
que ante un resultado positivo hay 1,31 posibilidades de estar enfermo. El OpostN:

indica que ante un resultado negativo hay 0,04 posibilidades de estar enfermo.

Corte Oapri LRp LRn OpostP OpostN
0,19 7,08 0,302 1,34 0,057

64,00 Se Sp Prev VPP FP VPN FN
0,729 0,897 0,159 0,573 0,427 0,946 0,0542
Oapri LRp LRn OpostP OpostN
0,19 6,54 0,516 1,24 0,0979

75,00% Se Sp Prev VPP FP VPN FN
0,525 0,92 0,159 0,554 0,446 0,911 0,0892
Oapri LRp LRn OpostP OpostN
0,19 8,66 0,639 1,64 0,121

82,00% Se Sp Prev VPP FP VPN FN
0,39 0,955 0,159 0,622 0,378 0,892 0,108

Tabla 9. Resumen de las caracteristicas operativas del ELISAI-L obtenidas mediante
analisis Bayesiano para distintos puntos de corte.

Podemos interpretar por ejemplo para un punto de corte de 64% en el ELISAI-L el
LRp de la siguiente manera: si el individuo esta enfermo, tiene 7,08/1 posibilidades
de ser positivo al test. ElI LRn: si esta enfermo tiene 0,302/1 posibilidades de ser
negativo al test. EI OpostP: indica que ante un resultado positivo hay 1,34
posibilidades de estar enfermo. El OpostN: indica que ante un resultado negativo

hay 0,05 posibilidades de estar enfermo.
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3.2.2. Analisis de variables y ELISAI-L.

Se analizaron los resultados de ELISAI-L para el diagnéstico de PTBC de 275
animales considerando las variables numero de lactancias, produccién en litros y
dias en lactancia (DEL) como posibles covariables o factores asociados a la

variacion del resultado del ELISAI-L para el diagnostico de PTBC.

La estadistica se efectué mediante el test no paramétrico Kruskal Wallis y en
aquellas variables donde se encontr¢ diferencias entre grupos se realizé el test de

Wilcoxon con la finalidad de evaluar entre que grupos existia diferencias.

Para su analisis el nUmero de lactancias fue agrupado en 1°, 2° y mas de 2
lactancias (>2°). Se dividio la produccion en litros en cuartiles y en base a esto se
formaron 4 grupos para su posterior analisis de la siguiente manera: grupo 1: de
5a 18,69 L, grupo 2: de 18,7 a 21 L, grupo 3: de 21,01 a 25,21 L, y grupo 4: de
25,22 a 54 L. Los DEL se agruparon de la siguiente manera: en el grupo 1 de 5-
44 DEL, grupo 2 de 45-90 DEL, grupo 3 de 91-140 DEL y grupo 4 de 141-305
DEL. Para el ELISAI-L en funcion de las lactancias el test de Kruskal Wallis arrojo
diferencias significativas (p-value <0,05), la prueba pos hoc evidencio diferencias
entre los pos en leche de los individuos de 1° lactancia con respecto a los de 2° y
mas de 2 lactancias como se evidencia en la Figura 18. La tabla 10 expresa los

resultados del test de Wilcoxon.

| 1° lactancia (1) 2° lactancia (2)
2° lactancia (2) p-value= 3,6e-05* -
>2° lactancia (3) p-value= 2,2e-07* p-value= 0,95

Tabla 10. Resultados del test de Wilcoxon comparando los grupos de numero de
lactancias. Se evidencia que entre los grupos de 2° y >2°lactancias no hay diferencias
significativas, pero si las hay entre estos y el grupo de 1° lactancia. Siendo los pos del
ELISAI-L significativamente (*) menores en el grupo de 1° lactancia.
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Referencias. pos= porcentaje de positividad (ELISAI-L), lact= lactancias. 1= 1° lactancia; 2= 2°

lactancia; 3 = mayor a 2 lactancias.

Figura 18. Comparacién de los pos obtenidos mediante ELISAI-L para el diagndstico de
PTBC en funcién del numero de lactancias. Las muescas representan los intervalos de
confianza (IC), obsérvese que las del grupo de 1 (1° lactancia) no estan incluidas en los IC
de los grupos de 2° de >2° lactancias, coincidiendo con el resultado de la prueba pos hoc.

Para el analisis de la produccién en litros preliminarmente se realizé un grafico de
tipo bandplot representado en la Figura 19, el mismo muestra la distribucion de
los pos obtenidos en el ELISAI-L para el diagnéstico de PTBC en funcion de la

produccioén en litros.
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ELISAi-L PTBC en funcién de la produccidn en litros

Litros de leche

Figura 19. Grafico bandplot donde se evidencia la dispersion de los pos para el ELISAI-L
en funcion de la produccion en litros. La linea del medio (en color negro) representa a la
media, las lineas rojas representan las medias mas y menos un DS (+1DS, -1DS). Las
lineas azules representan las medias mas y menos 2 DS (+2DS, -2DS).

Se evidencia en el mismo una mayor dispersion de los resultados para los
individuos que producen aproximadamente menos de 20 L y una menor

dispersion, pero mas constante a partir de los 20 L.

Para el ELISAI-L en funcién de la produccion en litros el test de Kruskal Wallis
arrojo6 diferencias significativas (p-value <0,05) entre los grupos conformados, los

resultados de la prueba pos hoc evidencian en tabla 11.

| Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Grupo 2 p-value=0,048* - -
Grupo 3 p-value=0,012* p-value=0,58 -
Grupo 4 p-value=1,6e-05* p-value=0,0092* p-value=0,012*

Referencias. grupo 1=de 5a 18,69 L, grupo 2= de 18,7 a 21 L, grupo 3= de 21,01 a 25,21 L, y grupo

4= de 25,22 a 54 L. *= diferencias significativas.

Tabla 11. Resultados del test de Wilcoxon para el ELISAi-L de PTBC en funcion de la
produccion en litros.
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Obsérvese que no existen diferencias significativas entre grupo 2 y grupo 3, pero
si entre estos y el grupo 1 y 4. En la Figura 20 podemos interpretar que a medida
que aumenta la produccién la DO en leche disminuye, lo cual puede estar dado
por una dilucién de anticuerpos cuya concentracion en leche se mantiene
relativamente constante durante la lactancia teniendo variaciones por el volumen
producido, lo cual no indica necesariamente una variacion del resultado del
ELISAI-L para el diagndstico de PTBC ya que también podemos observar

individuos positivos a dicha prueba con alta produccion en litros.

ELISAI-L para PTBC en funcion de la produccion
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Figura 20. ELISAI-L para PTBC en funcién de la produccién.

En el caso de los DEL el test de Kruskal Wallis arrojo diferencias significativas (p-
value <0,05) entre los grupos conformados, los resultados de la prueba pos hoc

se evidencian en tabla 12.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Grupo 2 p-value=0,0344* - -
Grupo 3 p-value=0,8395 p-value=0,0344* -
Grupo 4 p-value=0,9489 p-value=0,0034* p-value=0,8027
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Referencias. grupo 1 de 5-44 DEL, grupo 2 de 45-90 DEL, grupo 3 de 91-140 DEL y grupo 4 de 141-
305 DEL. *= Diferencias significativas.

Tabla 12. Resultados del test de Wilcoxon para el ELISAI-L de PTBC en funcién de los
DEL.

Podemos evidenciar que el grupo 2 (45-90) dias en lactancia difiere
significativamente de los grupos 1, 3 y 4. Dicho resultado probablemente sea

debido al pico de produccién relacionado por lo general a estos DEL.

Se realizé un andlisis de las componentes principales (PCA) tomando en cuenta
los resultados del ELISAI-L, la produccion en litros y los resultados de los cultivos
en materia fecal de los 275 individuos incluidos en este analisis. En la Figura 21

podemos apreciar el grafico de variables generado.

PCA graph of variables
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Figura 21. Grafico de variables obtenido luego de realizar el PCA.

Las componentes generadas a partir de las variables pos en leche y la DO en el
ELISAI-S se encuentran en el mismo sentido lo cual marca una correlaciéon
positiva, dichas componentes son perpendiculares a la de produccion en litros, lo

cual nos permite interpretar que en los datos analizados la produccién en litros no
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depende del pos en el ELISAI-L, ni de la DO en suero. No obstante, al introducir
el resultado del cultivo como variable cualitativa al analisis PCA pudimos observar
diferencias en la produccion en litros entre individuos con aislamiento Map positivo

y negativo. (Figura 22).

PCA graph of individuals

Dim 2 (26.01%)

Dim 1 (63.83%)

Figura 22. Grafico de individuos obtenido luego del analisis PCA. La no superposiciéon de
las elipses evidencia con un 95% de confianza que existen diferencias significativas en la
produccion entre individuos con aislamiento Map positivo y negativo.

En el semiplano de la derecha se ubicarian los individuos de mayor DO y por lo
tanto pos al ELISAI-L de PTBC, asi como también los de menor produccion en
litros y en el semiplano de la izquierda los de menor DO y mayor produccién en
litros. Si tomamos el eje horizontal en el semiplano superior a este se ubicarian
los individuos con mayor produccion en litros y en el semiplano inferior los de
menor produccién en litros. En color rojo podemos distinguir los individuos

positivos y en negro los negativos al cultivo de Map en materia fecal.
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3.3. Implementacion de ELISAIi-L en pooles de muestras individuales

Los objetivos fueron establecer las caracteristicas operativas de un ELISAI, “in
house” para el diagnostico de PTBC en pooles de leche (ELISAip-L), determinar
el numero adecuado de muestras por pool, calcular la prevalencia aparente (PA)
mediante pooles, evaluar los costos operativos y su potencial reduccién.

El numero de muestras por pool fue determinado como se explica en el apartado
2.5.2. Resultando en 4 muestras por grupo, siendo en nuestro caso, el tamafo de

pool (S+1) que permitiria procesar menor cantidad de muestras. (Tabla 13).

Muestras pool (S1) 2 3 4 5
prevalencia(Po) 0,078

Pool prevalencia(P1) 0,15 0,22 0,28 0,33
n° de muestras 167

Cantidad de pooles 83,5 56 41,75 33,4
Repeticiones 25 36 46 56
Total, a procesar 108,5 92 88 89

Tabla 13. Se puede observar el calculo de P+ a partir de la prevalencia (Po) y muestras por
pool (S1), lo cual permite conocer el total de muestras a procesar (pool + repeticiones).

Efectuado el ELISA en pooles de leche (ELISAip-L), se calcularon las
caracteristicas operativas de ambos ELISAs, utilizando software R Core Team
version 4.0.2 (2020-06-22), paquete pROC. Tomando como casos (1) los cultivos
positivos y como controles (0) los cultivos negativos, para la alternativa en pooles
se tomd como caso el pool que contenia como minimo un individuo con cultivo
positivo. La PA a través de los pooles (P), se estimé con la féormula: P= 1-(1-X/M)
AS1 7 donde X es el nimero de pooles positivos, M pooles testeados y S1 es el

tamafio o sisa del pool.
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Para el ELISAip-L de 42 pooles (M), 11 dieron positivos (X) y 31 negativos. El
analisis ROC arrojo un AUC de 89% con un IC 95% (78,51%-99,96%) para el
ELISAI-L individual, y un AUC de 83% con un IC 95% (65,75%-100%) para el
ELISAip-L, mediante el estadistico DelLong’s test no se observaron diferencias
significativas entre ambas AUC (p= 0,53). Para nuestro punto de corte de 70% en
el ELISAI-L individual la Se fue de 76,92% con IC 95% (54-100%) y la Sp 92,21%
con IC 95% (88-97%), en el ELISAip-L la Se fue de 45,45% con IC 95% (18-73%)
y la Sp 93,55% con un IC 95% (84-100%).
Se seleccionod la sisa de 4 muestras por pool que permitiria procesar el menor
numero de muestras. La prevalencia individual calculada a través de aislamientos
de Map fue de 7,8% la obtenida a partir de esa sisa de pool fue de 7,31%. Con el
uso de ELISAip-L inicialmente se permite reducir el nUmero de pruebas en un 75%,
es decir se procesa la totalidad de las muestras (167) en 42 pooles. El total de las
determinaciones fueron 88 (pooles + repeticiones) lo que equivaldria al 52,69%

del total de las muestras individuales.
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S1 Po Muestras totales N P  Costo pool (USD) Ahorro Ahorro (USD)
2 5% 60 100 4,9% 147,0 40% 98,0
8% 65 100 7,7% 159,3 35% 85,8
15% 78 100 13,9% 190,5 22,25% 54,5
20% 86 100 18,0% 210,7 14% 34,3
30% 101 100 25,5% 2475 -1% -2,5
3 5% 48 100 4,7% 116,6 52,41% 128,4
8% 55 100 7,4% 135,9 44.54% 109,1
15% 72 100 12,9% 176,2 28,08% 68,8
20% 82 100 16,3% 201,2 17,87% 43,8
30% 99 100 21,9% 242,6 1% 2,4
4 5% 44 100 4,6% 106,7 56,45% 138,3
8% 53 100 7,1% 130,7 46,64% 114,3
15% 73 100 12,0% 178,3 27,21% 66,7
20% 84 100 14,8% 205,9 15,96% 39,1
30% 101 100 19,0% 247.4 0,99% -2,4
5 5% 43 100 4,5% 104,4 57,38% 140,6
8% 54 100 6,8% 132,5 45,91% 112,5
15% 76 100 11,4% 185,3 24,38% 59,7
20% 87 100 13,4% 213,7 12,77% 31,3
30% 103 100 16,6% 252,8 0 -7,8

S1= muestras por pool, Po= prevalencia, muestras totales= pooles + repeticiones, N= muestras
individuales, P= prevalencia aparente estimada a través de pooles, (USD)= ddlares, Ahorro=
expresado en porcentaje (%).

Tabla 14. Numero de determinaciones a procesar mediante ELISAI-P en funcion de la
prevalencia. Se puede observar un ejemplo hipotético de 100 muestras como varia el
numero de muestras a procesar, la P obtenida en funcion de la sisa del pool, prevalencia
individual, y el ahorro aproximado en base a la implementacion del ELISAip-L.
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3.4 Analisis de ELISAI-L de tanque y seroprevalencia individual

El objetivo de este analisis fue demostrar la existencia de correlacion entre el
ELISAI-L individual y el nivel de anticuerpos contra Map presente en leche de
tanque (LT), también se realizé una regresion con la finalidad de obtener un
modelo que permita predecir la PA en establecimientos con diferentes
prevalencias a PTBC a través del analisis de muestras de LT. Se obtuvieron 8
muestras de LT y 1508 muestras de leche individual de la totalidad de las vacas
en ordefie, los muestreos se resumen en la tabla 15. Se procedié a realizar el
ELISAI-L como se describe en el apartado 2.5. Se calcularon los pos individual y
las PA en cada uno de los muestreos. Las DO de los ELISAI-LT (DOLT) no se
clasificaron como positivas o negativas, sino que se utilizaron para realizar la
correlacion con sus respectivas PA, aplicando asi el ELISAI-LT como posible
predictor de la situacion epidemioldgica de PTBC en el tambo muestreado. Con el
software estadistico R se realizo el estudio de correlacion entre las DOLT y las PA
en leche, la correlacién fue estadisticamente significativa (p-value = 0,001), el
coeficiente de correlacion fue de 0,898 con un IC del 95% (0,623-1) demostrando
una correlacién positiva entre ambas variables. La potencia calculada para dicho
ensayo fue de 0,93, afirmando de esta forma que la correlacién entre ambas
variables existe.

Posteriormente se procedié a realizar una regresion lineal, se tom6 como variable
dependiente las DOLT y como variable independiente las PA.

El modelo lineal obtenido quedé conformado de la siguiente manera: DOLT =
12,97 * PA + 329,92, siendo el ajuste lineal realizado estadisticamente significativo
(p-value= 0,002), el valor de R-cuadrado fue de 0,808 indicando que el modelo

explica el 80,8% del valor de la variable DOLT.
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ind. ELISAi-L+ PA (%) DOLT Tambo Mes

281 9 3,20 320 3 abr-21
185 12 6,49 400 1 ago-19
172 12 6,98 425 1 ene-20
170 13 7,65 410 1 jul-19

187 15 8,02 423 1 sep-19
175 14 8,00 469 1 oct-19
167 15 8,98 522 1 dic-19
171 41 23,98 620 2 nov-19

ind: individuales; ELISAi-L+: cantidad de positivos al ELISAI-L; %PA: prevalencia aparente en %;
DOLT: densidad o6ptica en leche de tanque.

Tabla 15. Muestreos de leche tanque e individuales para el ELISAI-L, resultados y calculos

de prevalencias aparentes.

Podriamos utilizar el modelo para conocer PA, de la siguiente manera: PA= DOTL

— 329,92/ 12,97. De este modo mediante la estimacion de PA, la Se y Sp del

ELISAI-L podriamos calcular la prevalencia real de PTBC a través del resultado

del ELISAI-LT, caracterizando al establecimiento como se muestra en la Figura

23. Siendo importante a la hora de diagramar la toma de decisiones sobre el

control de la enfermedad.

Verde= PTBC nivel bajo.

Amarillo= PTBC nivel medio.

Rojo= PTBC nivel Alto.

Figura 23. Esquema de caracterizacion de tambos en cuanto al nivel de anticuerpos contra
Map en leche de tanque y la prevalencia aparente obtenida mediante el ELISAI-L de PTBC.
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3.5. Implementaciéon de Nocardia spp. como pre-adsorbente en el
ELISAI-S de PTBC

La presencia de FP en el ELISAI-S y en el ELISAI-L que se evidencioé en el
apartado 3.2 es uno de los puntos a optimizar en ambos test. En base a nuestra
experiencia el numero de FP suele variar entre rodeos con distinta prevalencia
siendo mayor en explotaciones tamberas que en establecimientos de cria, esta
caracteristica se puede asociar a una mayor exposicion antigénica, a la aplicacién
de mayor cantidad de vacunas, al manejo hormonal entre otras caracteristicas
inherentes al tipo de produccién. El uso de adsorbentes pre incubacién como el
M. phlei es uno de los pasos incorporados en el ELISAI-S de PTBC (Yokomizo y
col., 1985; Alvarado Pinedo y col., 2019; Di Paolo y col., 2021) para evitar la
reactividad cruzada, aumentar la Sp y disminuir resultados FP.

Las bacterias del género Nocardia pertenecen al mismo filo que las micobacterias
y comparten similitudes en su pared celular como la presencia de acidos micdlicos
de cadena larga por lo cual también son BAAR, aunque pueden ser total o
parcialmente acido alcohol resistentes. (Figura 24). Sus cadenas laterales son de
45 a 56 carbonos a diferencia de las micobacterias en las que son de 60 a 90
carbonos. En bovinos provocan procesos heumonicos, mastitis granulomatosas,
y pododermatitis entre otras formas de presentacion. La enfermedad de la ubre se
presenta casi siempre de 1 a 2 dias después del parto y también a lo largo de la
lactancia. La nocardiosis bovina, también puede manifestarse por enfermedad
pulmonar, sobre todo en terneros menores de 6 meses (Acha, 2001). Las
similitudes antigénicas entre los dos géneros y los reportes bibliograficos de su
reactividad seroldgica cruzada (Harboe y col., 1986; Ridell y col., 1983) nos hacen
plantear la hipdtesis de su potencialidad para ser utilizada como inmuno pre-

adsorbente en el ELISAI-S para el diagndstico de PTBC.
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S

Figura 24. Coloracién Ziehl Neelsen de Nocardia spp. parcialmente acido alcohol
resistente (izquierda) versus Mycobacterium spp. totalmente acido alcohol resistente
(derecha).

El objetivo de este apartado fue evaluar la utilizacion de una cepa de Nocardia
spp. como un inmuno pre-adsorbente para optimizar la performance del ELISAI-
S. Se cultivo para obtener biomasa a partir de un aislamiento en leche de Nocardia
spp. Y posteriormente se inactivd como se describe en el apartado 2.2, luego se
lisé y se utilizd en una dilucién en PBS-T 1:100 como pre-adsorbente de los
sueros, incubando los mismos a 37°C durante 2 horas en una dilucion 1:180. Se
utilizaron 133 sueros pertenecientes a vacas de las cuales se cuenta con el
resultado del aislamiento de Map a partir de heces al momento del muestreo,
siendo 37 positivos y 96 negativos al cultivo. (Tabla 16). Posteriormente se efectud
el ELISAI-S con y sin adsorbente y se realizé el analisis estadistico.

Obtenidos los pos del ELISAI-S con y sin adsorbentes para los 133 sueros utilizado
en este ensayo, se calculdé un AUC de 0,58 para el ELISAI-S y un AUC de 0,71
para el ELISAI-S con pre adsorcion con Nocardia. Mediante DelLong's test ambas
curvas resultaron significativamente diferentes (p-value= 0,005). Se estimé un
punto de corte de 83,5% como optimo para el ELISAI-S y de 69,5% en el caso de
ELISAI-S con pre adsorcion con Nocardia. Las caracteristicas operativas para

dichos puntos de corte se resumen en la tabla 17.
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ELISAIi-S
Negativos Positivos | TOTAL
Negativos 25 (VN) 71 (FP) 96
Aislamiento Positivos 4 (FN) 33 (VP) 37
TOTAL 29 104 133

VN= verdaderos negativos; FP= falsos positivos; FN= falsos negativos VP= verdaderos positivos

Tabla 16. Resumen del ELISAI-S y cultivos en materia fecal para la deteccién de Map de
las 133 unidades experimentales utilizadas en este ensayo. Para un punto de corte del
69,5% de positividad se obtuvieron un total de 71 sueros FP al ELISAI-S para el
diagnéstico de PTBC.

Tomando como punto de corte 83,5% la Se fue de 65% y la Sp de 72% en el
ELISAI-S sin adsorbente y para el test con adsorbente la Se fue 21% y la Sp
96,8%, mejorando radicalmente la especificidad en detrimento de la Se.

Los FP disminuyeron de 27 a 3, lo cual equivale a un 88% pero con un detrimento

de la Se de 65% a 21% es decir 63% menos y un aumento de la Sp de 72% a

96.8%.
Punto
de Se Sp VP VN FN FP VPP VPN
corte
835 065 072 24 g9 0199 083 .0 gy
. 13)  (27)
ELISAI-S 3 (27)
695 089 026 33 25 O ! 031 086
4) (1)
024 027
ELsas 835 021 097 8 e b OX o072 076
Nocardia — oo5 056 084 21 g1 0165 042 55 (g3

(16)  (15)
Se= sensibilidad. Sp= especificidad. VP= verdaderos positivos. VN= verdaderos negativos. FN=
falsos negativos. FP= falsos positivos. VPP= valor predictivo positivo. VPN= valor predictivo
negativo.

Tabla 17. Resumen de las caracteristicas operativas de ELISAI-S para el diagndstico de
PTBC con y sin adsorcion con Nocardia spp. para los dos puntos de corte diferentes.

3.6 ELISAIi-C de individuos con y sin aislamientos de Map en heces.
Curva ROC

Para evaluar la utilidad del calostro como muestra para el diagndstico de la PTBC

mediante la prueba de ELISAI, se establecieron las diluciones de los distintos
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reactivos utilizando el método del tablero de ajedrez siendo para el antigeno 1:480,
para el conjugado 1:5000, para la muestra 1:639. Posteriormente se volvid a
trabajar con 23 calostros practicandose 6 diluciones en base 3, que se detallaran
a continuacion: 1:71, 1:213, 1:639, 1:1917, 1:5751 y 1:17253. Obteniendo el
mismo resultado. Conociendo cual era el resultado del aislamiento de Map en
heces de cada uno de los individuos de los cuales se obtuvo el calostro se realizé
un analisis ROC para cada una de las 6 diluciones. Como podemos apreciar en la
tabla 18 al calcular la relacion entre la DO mayor y la DO menor la dilucién de
trabajo resultante fue la previamente mencionada, pero al realizar el analisis ROC
el AUC para dicha dilucion resultd no ser la de mayor capacidad diagnéstica. Se
calcularon los puntos de corte 6ptimos para cada dilucién de calostro obteniendo
una alta tasa de FP. Dichos resultados se resumen en la tabla 19.

En la dilucion 3 (1:639) de un total de 23 calostros analizados 7 pertenecian a
individuos positivos al aislamiento en materia fecal de Map, de estos solo 2
resultaron positivos el ELISAI-C, mientras que de los 16 individuos con cultivo
negativo 11 resultaron positivos al ELISAI-C. Se estimé la concordancia entre los
resultados del ELISAI-C y el aislamiento de Map en materia fecal, presentando un

desacuerdo entre pruebas con un coeficiente Kappa de -0,20 con un IC del 95%

(-0,54; 0,13).
. Relaciéon e/ DO
Dilucion de Muestras
calostro. = e eal e procesadas TEDE 757 20
menor (-)
1:71 (doc1) 0,58 0,34-0,83 23 3,8
1:213 (doc2) 0,58 0,33-0,83 23 4.8
1:639 (doc3) 0,55 0,29-0,81 23 11,1
1:1917 (doc4) 0,52 0,25-0,79 23 9,4
1:5751 (doc5) 0,53 0,26-0,80 23 4,9
1:17253 (doc6) 0,69 0,44-0,95 23 3,2

AUC= area bajo la curva. IC= intervalo de confianza. DO= densidad o6ptica. doc1=
densidad 6ptica en calostro (dilucién 1).

Tabla 18. Se resumen en la misma los resultados de las AUC y la relacion entre el calostro
de mayor y el de menor DO para las distintas diluciones. Siendo clasificado el ELISAI-C
en base a las AUC como test malo, con baja capacidad discriminatoria para el diagndstico
de la PTBC.
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Dilucién de P

de Se Sp FN FP VPP VPN
calostro.

corte
doc1 1000 0,71 0,19 0,40 0,72 0,28 0,60
doc2 877,5 0,43 0,56 0,31 0,70 0,30 0,70
doc3 360 0,42 0,31 044 0,78 0,21 0,56
doc4 215,5 0,43 0,37 040 0,77 0,23 0,60
doc5 134 0,42 0,31 044 0,78 0,21 0,56
doc6 112,5 0,43 0,25 0,5 0,80 0,20 0,50

doc1= densidad éptica en calostro (dilucion 1). Se= sensibilidad. Sp= especificidad. FN=
falsos negativos. FP= falsos positivos. VPP= valor predictivo positivo. VPN= valor
predictivo negativo.

Tabla 19. Se resumen las caracteristicas operativas para cada una de las diluciones de
calostro utilizadas y sus puntos de corte 6ptimos detectandose una alta tasa de FP.

Pudimos en base a esta experiencia interpretar que el calostro presenta mayor Se
analitica que el suero en el ELISAI utilizado en esta tesis, es decir su dilucion de

trabajo es mayor que la del suero, pero no presenta mayor Se diagnéstica.

3.7. Evaluacién de micobactinas obtenidas a partir de Ms, M. phlei, y
M. avium subsp. avium.

El siderdforo llamado micobactina se utiliza en medios de cultivo para el desarrollo
de Map en una concentracion de 1mg/L para medios de cultivo liquidos y 2mg/L
en medios sélidos, los costos de importacion son muy altos, volviéndose su
carencia un factor limitante para el desarrollo de trabajos de investigacion y
mejoramiento de la performance del aislamiento. Como alternativa ante esta
situacion se procedio a realizar extractos de Ms, M phlei y M. avium subsp. avium.
Una vez obtenidos se realizo la prueba bioldgica de los mismos, se elaboré medio
liquido M7H9 como se describe en el anexo Il, pero sin micobactina. Se realizaron
diluciones y combinaciones de las distintas micobactinas en el medio M7H9, se
probaron en forma individual y sus combinaciones en diluciones en base 3, con
diferentes concentraciones V/V de micobactina/medio de cultivo. Comenzando de

2 pyL/mL para la prueba en forma individual, para la combinacion de dos
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micobactinas 4 uL/mL totales y la de las tres 6 yL/mL (2 yL de cada una). (Tabla

20).

Se inocularon los medios con una muestra clinica de materia fecal proveniente de
una vaca con EJ, semanalmente se coloreo con Ziehl Neelsen en busca de
determinar la presencia de desarrollo y su tiempo en dias para las distintas
combinaciones. Para la interpretacion de la misma se elaboré una escala
cualitativa en base al grado de desarrollo que se puede observar en la Figura 25.

Los resultados de esta experiencia se muestran en la tabla 21a; 21b y 21 c.

Diluciones y combinaciones de las micobactinas

Diluciones S P A SP SA PA SPA
Madre 2 uL/mL 4 uL/Mi 6uL/MI
1:3 1 ul/mL 1,33 uL/mL 2ul/mL
1:9 0,33 uL/mL 0,44 uL/mL 0,6uL/mL
1:27 0,11 pL/mL 0,15 pL/mL 0,2uL/mL
1:81 0,04uL/mL 0,05 pL/mL 0,07uL/mL
1:243 0,012uL/mL 0,016 uL/mL 0,02uL/mL
S/micobactina S/m S/m S/m

S= micobactina de M. smegmatis. P= micobactina de M. phlei. A= micobactina de M. avium. S/m=
sin micobactina. yL/mL= microlitros/mililitro de medio.

Tabla 20. Concentraciones V/V logradas en base a las diluciones de las micobactinas en
medio de cultivo liquido M7H9 en sus distintas combinaciones.



94

Grado 1: +

Grado 3: +++ 2L : Grado 4: ++++

Figura 25. En las siguientes microfotografias 10X se evidencian los distintos grados de
desarrollo de Map obtenidos durante esta experiencia representados en las tablas con los
simbolos - (negativo) para los sin desarrollo y +, ++, +++, ++++ para aquellas micobactinas
y combinaciones con desarrollo.

Diluciones S P A SP SA PA SPA
Madre + + - - - _ +
1:3 + + - - - - -
1:9 + - - + - + -
1:27 + - + + + + -
1:81 - - - ++ - + -
1:243 - - - - - - -

S/micobactina

S= micobactina de M. smegmatis. P= micobactina de M. phlei. A= micobactina de M. avium.
Desarrollo= - (ausente); +; ++; +++. S/=sin.

Tabla 21a. Resultado de los cultivos de Map en medio liquido M7H9 suplementado con
distintas micobactinas en un periodo de 6 dias de incubacién a 37°C.
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Diluciones S P A SP SA PA SPA
Madre + +++ +++ + - ++ ++++
1:3 ++++ ++ ++ ++ - +++ ++
1:9 + + +++ + + ++ +4++
1:27 + ++++ + ++ + ++ +
1:81 ++ ++ - +++ - +++ +
1:243 - - - - - - -

S/micobactina - - - - - - -

S= micobactina de M. smegmatis. P= micobactina de M. phlei. A= micobactina de M.
avium. Desarrollo= - (ausente); +; ++; +++. S/= sin.

Tabla 21b. Resultado de los cultivos de Map en medio liquido M7H9 suplementado con
distintas micobactinas en un periodo de 15 dias de incubacién a 37°C.

Diluciones S P A SP SA PA SPA
Madre + +H+ ++++ +++ ++ ++ ++++
1:3 ++++ ++ ++ ++ + +++ ++
1:9 ++++ +++ ++++ + + ++ +++
1:27 +++ b+ +++ ++ + ++ +
1:81 +++ ++ - +++ - +++ +
1:243 - - - - - - -

S/micobactina - - - - - - -

8= micobactina de M. smegmatis. P= micobactina de M. phlei. A= micobactina de M.
avium. Desarrollo= - (ausente); +; ++; +++. S/= sin.

Tabla 21c. Resultado de los cultivos de Map en medio liquido M7H9 suplementado con
distintas micobactinas en un periodo de 21 dias de incubacion a 37°C.

3.8 PCR IS900 en calostro y leche.

El objetivo de la siguiente experiencia fue determinar la Se analitica de la PCR
punto final de 1IS900 junto con el desempefio del método de extraccion de ADN a
partir de muestras de leche y calostro bovino. La extraccion de ADN se realizd

como se describe en el apartado 2.13. Se trabajé en forma in vitro sobre un
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calostro proveniente de una vaca sin evidencia clinica, serologica y bacteriolégica
de PTBC, efectuada la extraccién de ADN y posterior PCR 1S900 se confirmd que
la muestra de calostro a partir de ahora llamada “blanco” era negativa para la
secuencia de insercion mencionada. Con la finalidad de evaluar los objetivos antes
establecidos se conformaron inéculos para realizar la contaminacién del “blanco”
como se describe a continuacion.

Se utilizé en reemplazo de Map una cepa de Ms, la cual al ser de crecimiento
rapido nos permite detectar colonias visibles en menos de 7 dias, con menor
riesgo de contaminacion, mayor adaptabilidad a diferentes medios, menor
patogenicidad, y como caracteristica fundamental para esta experiencia la
reactividad cruzada con la PCR 1S900 al igual que otras micobacterias con
segmentos de insercion similares (Vansnick y col., 2004).

A partir de una suspensioén madre de micobacterias en PBS estéril cuya densidad
optica promedio obtenida luego de 10 mediciones a 620 nm fue de 172, con un
CV= 1,4%. Se realizaron 15 diluciones de Ms en base 3. Posteriormente se
inocularon 40 uL por duplicado en medio de Herrold, para cada una de las
diluciones obtenidas. La temperatura de incubacion fue de 37°C, durante 6 dias.
Las colonias fueron contables a partir de la dilucion niumero 8 (1:6561). (Figura

26).
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Figura 26. Cultivos en medio Herrold a partir de las diluciones de los in6culos generados
con Ms. Las colonias se vuelven factibles de contar a partir de la dilucién nimero 8.

Se contabilizaron las UFC en ambos indculos para cada dilucion, se obtuvo el

promedio y se estimé la cantidad de UFC/mL como muestra en la tabla 22.

Dilucién Recuento UFC UFC/mL del UFC/10pL-UFC/100uL
/40 pyL inéculo del inéculo
1-7 no contable - - -
8 (1: 6561) 54 UFC 1350 13,5\135
9 (1:19683) 26 650 6,5\65
10 (1:59049) 19,5 487~500 5150
11 (1:177147) 11 275 2,75\27,5
12 (1:531441) 8 200 2\20
13 (1:1594323) 5 125 1,25\12,5
14 (1:4782969) 3 75 0,75\7,5
15(1:14348907) 0,5 12,5 0,125\1,25

Tabla 22. Resultados de los conteos de UFC/mL para cada dilucion.

Se efectuaron ocho contaminaciones en alicuotas de 2 mL totales: 1,980 mL de
calostro se contaminaron con 20 pL de los indculos del 15 al 8, siendo la cantidad
estimada de UFC/mL de las alicuotas conformadas la siguiente: 0,125; 0,75; 1,25;

2; 2,75; 5; 6,5; 13,5 UFC/mL. Y tres alicuotas de 1,8 mL de calostro con 200 uL
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de las diluciones 12, 11 y 8. Siendo la cantidad estimada de 20, 27,5 (~28) y 135

UFC/mL para estas dos alicuotas respectivamente.

El limite de deteccion de este PCR punto final IS900 en calostro a diferentes
recuentos de UFC/mL de Ms. mediante esta técnica de extraccién y bajo las
condiciones de ejecucion de PCR descriptas en el apartado 2.14; en este trabajo
de tesis resultd estar aproximadamente entre el rango de 14 a 28 UFC/mL de

calostro.

3.9. Aislamientos de Map en leche y su asociacién con los diferentes
métodos de diagnéstico de PTBC.

El objetivo de este apartado fue contrastar y determinar si existe asociacion entre
el aislamiento de Map en muestras de leche y el aislamiento en materia fecal,
también se incorporaron al analisis otras variables como los resultados del ELISAI-
S, ELISAI-L y las PCR punto final IS900 realizadas sobre muestras individuales
de leche.

Los ELISAs y el cultivo en materia fecal se procesaron en el mismo momento, las
muestras de leche fueron fraccionadas en alicuotas y conservadas a -20°C para
su posterior procesamiento mediante cultivo y PCR 1S900 como se describe en
los apartados 2.10, 2.13 y 2.14 respectivamente. Se incluyeron en este analisis 91
muestras, seleccionando aquellas con aislamiento fecal de Map y con
antecedentes seroldgicos de los ELISAs previamente ejecutados. Los resultados
a las diferentes pruebas realizadas sobre las 91 muestras de suero, leche y

materia fecal incluidas en este analisis se resumen en la Figura 27.
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Resultados de los Diagnodsticos de PTBC analizados| ros B

N
CultL+ - g 1

CultL- 82
CultMF - 54
PCRL+ 19

dos>68% (+)

dol=62% (+) 73

Pos= positivos. Neg= negativos. CultL+= Cultivo en leche Map positivo. CultL- = Cultivo en leche
negativo. CultMF+= Cultivo en materia fecal Map positivo. CultMF- = Cultivo en materia fecal
negativo. PCRL+= PCR /S900 en leche positivo. PCRL- = PCR en leche negativo. Dos y dol son
los porcentajes de positividad obtenidos en el ELISAI-S y leche respectivamente por encima (+) y
por debajo (-) de su punto de corte.

PCRL- 72

Figura 27. Resultados de los 91 cultivos realizados a partir de muestras de leche
individuales y sus antecedentes a las pruebas diagndsticas de PTBC: aislamiento en
materia fecal, PCR en leche, ELISAI-S y en leche.

Se obtuvieron 9 aislamientos de Map en leche, de los cuales solamente 2 se
corresponden con individuos que presentaban signos clinicos de PTBC al
momento del muestreo. Los aislamientos BAAR+ en leche se confirmaron
mediante PCR IS900. A partir de uno de los cultivos en leche se aislé una bacteria
del género Nocardia spp. dicho individuo habia resultado positivo a la prueba de
ELISAI-L y en suero, existiendo la posibilidad de reaccion cruzada con dicho
germen. El analisis estadistico se realizd con el software R Core Team version
4.0.2 (2020) se aplico el test de comparacién de proporciones (prop.test),
estimacion de la concordancia entre pruebas a través del indice Kappa y Chi?

(chisq.test), aplicando correccion de Yates en los casos correspondientes.
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Se obtuvieron 37 aislamientos de Map en materia fecal (CultMF+) y 9 en leche,
siendo la proporcién 0,4065 (37/91) y 0,098 (9/91) respectivamente. La proporcién
de CultMF+ fue significativamente mayor que la proporcion de CultL+ (p-value=
4,12e-06). La proporcion de CultL+ con CultMF+ fue de 0,1621 (6/37), para
aislamientos Map positivos en leche y CultMF- la proporcion fue menor (0,055
(3/54)) aun asi no existieron diferencias significativas entre ambas proporciones
(p-value = 0,1882). Expresado de otra manera la probabilidad condicional de que
un individuo seleccionado al azar en la N estudiada dé como resultado CultL+
siendo CultMF+ es del 16,21%, y de un 5,5% para el caso de ser CultMF-.

La proporciéon de PCRL+ (PCR IS900 en leche) fue de 0,2088 (19/91) y también
se comparé con las dos anteriores, difiiendo significativamente del CultMF+ (p-
value = 0,013), no asi del CultL+ (p-value = 0,064).

Se conformaron las distintas tablas de doble entrada en el software R, con la
finalidad de calcular la concordancia entre pruebas y el estadistico de Chi? para
los resultados obtenidos a partir de las 91 unidades experimentales. En los casos
donde la significancia estadistica establecié una asociacion entre variables se
calcularon el riesgo relativo (RR) y el Odds Ratio (OR). Los resultados de la
concordancia entre pruebas se resumen en la tabla 23.

Mediante Chi? no se encontrd asociacion entre dar cultivo en materia fecal Map
positivo y cultivo en leche Map positivo (p= 0,1882) reafirmando lo presentado
anteriormente al realizar el analisis de proporciones. Se evidencié asociacion
estadisticamente significativa entre dar resultado PCRL+ y ser CultMF+ (p= 0,005)
y CultL+ (p= 0,02). Los resultados se resumen en la tabla 24.

Los individuos con CultL+ presentan 3,25 veces mayor riesgo de ser PCRL+ que
los individuos CultL- con un IC del 95% (1,53-6,91). El OR indica que los individuos
con CultL+ tienen 6,07 veces mas probabilidad de ser PCRL+ que los individuos

CultL-.
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CultMF PCR-L ELISAIi-S ELISAI-L
0,
Kapplg)(% % 0,121 0,394 0,04 0,02
Aislamiento '©*B02° (002.027)  (Z (003012  (-0.04-009)
de '
Mapen  'C k"}ﬁ‘)’a S (.0,06:0,3) (%’ 235)" (-015-0.23)  (-0,17-0,22)
. Ic_ac_he Grado de N : . .
individual . Insignificante Bajo Insignificante  Insignificante
concordancia
Conformidad 62,6% 81% 33% 27%
observada
Significancia - e - -

Tabla 23. Resumen de concordancia entre aislamiento de Map en leche y las pruebas
diagndsticas efectuadas sobre las 91 unidades experimentales.

Cutl+ OddsRatio CultMF+ OddsRatio PCRL+ OddsRatio dos>68% Odds Ratio dol>62%

0= 0,1682 =007 0= 05313 0= 0,804

CultL+

CutMF+ | sfasoc.  sfasoc. p=0,005" p=0,0007" p=0.0407"

PCRL+ [RR=329 OR=607 RR=316 OR=433 p= 0439 p= 04193

dos>08% | sfasoc.  slasoc. ~RR=188  OR=1114 sfasoc.  slasor. p= 00027

dol>62% | sfasoc.  sfasoc. RR=12f OR=436 sfasoc.  sfasoc. ' RR=196 OR=5T7

CultL+= Cultivo en leche Map positivo. CultMF+= Cultivo en materia fecal Map positivo. PCRL+=
PCR /1S900 en leche positivo. Dos y dol son los porcentajes de positividad obtenidos en el ELISAI-
S y leche respectivamente por encima (+) y por debajo (-) de su punto de corte.

Tabla 24. Resumen de Chi2. Por encima de la diagonal roja podemos observar el p-value
resaltado en verde y con * en las pruebas entre las que se encontré asociacion (p<0,05);
por debajo de la diagonal roja podemos evidenciar los RR y OR obtenidos en los casos
con significancia.

Los individuos CultMF+ presentaron 3,16 mas riesgo de ser PCRL+ que los
individuos CultMF- con un IC del 95% (1,37- 7,56). El OR indica que los individuos
CultMF+ tienen 4,33 veces mas probabilidad de ser PCRL+ que los individuos
CultMF-. Los individuos CultMF+ presentan 1,55 mas probabilidades con un IC del
95% (1,23- 1,94) de ser ELISAI-S positivo que los individuos CultMF-. Si

realizamos el calculo tomando como factor de exposicién el resultado ELISAI-S
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‘positivo (dos >68%) los individuos expuestos (dos>68%) presentan 5,91 mas
probabilidades de estar enfermos que los no expuestos (dos<68) con un IC del
95% (1,54 y 22,70). Por lo que se considera que dos>68% es un factor de riesgo.
El OR indica que los individuos CultMF+ tienen 11,14 veces mas probabilidad de
ser dos>68% que los individuos CultMF-.

Con la N analizada no se encontré asociacion entre CultMF+ y CultL+, segun los
calculos de potencia se necesitaria una N de 329 muestras para tener una
potencia de 0,8. Por lo cual la interpretacién de los resultados obtenidos debe

realizarse con cautela.

3.10 PCR y LAMP en materia fecal de individuos positivos al cultivo.
Se ejecutd la técnica de PCR y LAMP sobre materia fecal de individuos con
aislamiento de Map positivo en heces, con la finalidad de demostrar su
potencialidad como herramienta diagndstica alternativa al cultivo en materia fecal.
La extraccion de ADN se realiz6 en base a lo descripto en el apartado 2.12.1 y los
resultados obtenidos se detallan en la tabla 25.

En la Figura 28 podemos observar la lectura macroscopica de la técnica de LAMP.

Figura 28. Prueba de LAMP. Observar el control positivo en amarillo y en rosa el
control negativo. Del 1 a las 10 son muestras. Las numero 1 y 8 se consideran
negativas. Las muestras 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 y 10 son positivas. Notese que mediante
este sistema de revelado que se basa en el cambio de pH se obtienen una serie
de colores intermedios que hacen compleja la interpretacion del resultado.
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EI LAMP presenta como ventajas respecto al PCR su interpretacion macroscopica
sin necesidad de la realizacion posterior de la corrida electroforética, segun esta
descripto en la bibliografia tolera mas la presencia de inhibidores a su vez el
protocolo de amplificacidon es a temperatura constante pudiendo ser realizado en
bano maria o bloque térmico y de menor tiempo de ejecucion. Si bien los
resultados son alentadores presenta algunas complicaciones como la formacion
de dimeros entre los primers ocasionando el viraje en el sistema de revelado por

lo tanto interpretaciones dificultosas con la presencia de FP.

Animal Aiﬂ:’,‘;‘;ae:w PCR LAMP

4877  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
5007 POSITIVO  POSITIVO NEGATIVO
5098 POSITIVO NEGATIVO NEGATIVO
5045 POSITIVO NEGATIVO  POSITIVO
5183  NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
5026 POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO
4985 POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO
4956 POSITIVO  POSITIVO NEGATIVO
4591 NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO
4812 POSITIVO  POSITIVO NEGATIVO
5033  NEGATIVO POSITIVO  POSITIVO
5124 POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO
5170 POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO
134(A738) POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO
139(A461) POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO
167(A614) POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO
10(0453)  POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO
164(A445) POSITIVO  POSITIVO  POSITIVO

Tabla 25. Resultado de PCR y LAMP IS900 sobre materia fecal.
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CAPITULO 4. DISCUSION

La PTBC es una enfermedad de complejo diagnéstico y control, la extensa
bibliografia y este trabajo de tesis mencionan las dificultades, sobre todo en la
deteccién precoz, la identificacion y segregacion de los reactantes junto a las
medidas de manejo, son las herramientas para disminuir su prevalencia (Gilardoni
y col., 2012b; Paolicchi y col., 2003; Alvarado Pinedo, 2015; Chaubey y col., 2017;
Gavey y col., 2021). No existe un método de diagndstico unico e ideal para esta
enfermedad, en consecuencia, se hace necesaria su combinacion para mejorar el
nivel de discriminacién. Los test y la produccién de biolégicos para el diagnéstico
de la PTBC desarrollados y aplicados en esta tesis generan herramientas para el
control y el monitoreo epidemiolégico. Contribuyen al conocimiento del estado
sanitario de la EJ en los establecimientos tamberos y al desarrollo para futuras
investigaciones epidemiolégicas sobre esta tematica. Los anticuerpos contra Map
en leche y suero pueden detectarse por diferentes métodos, el ELISAI es hasta el
momento el de mayor Se diagndstica (Harris y Barletta 2001). ElI antigeno
protoplasmatico comercial PPA (Allied Monitor®, INC; Fayette, USA) es
extensamente utilizado en el ELISAI para el diagndstico de PTBC (Nielsen y Toft,
2008; Ferreira y col., 2002b), en una revision realizada por Nielsen y Toft (2008)
el diagndstico de PTBC mediante ELISAI utilizando el antigeno PPA presentd una
Se entre el 40% y el 80% y una Sp entre el 90% y el 95% en la mayoria de los
estudios evaluados. Al contrastar dicho antigeno con el WLA utilizado en esta tesis
verificamos que sus performances diagnésticas no difieren significativamente, en
concordancia por lo descripto por Constanzo y col. (2011). Si bien la utilizacién de
antigenos totales elaborados a partir de bacterias asociadas a Map como M. avium
subsp. avium puede inducir reactividad cruzada debido a la sensibilizacion previa

de los bovinos (Leroy y col., 2009) arrojando FP, el uso de inmunoabsorbente y



105

urea permitiria su disminucién (Di Paolo y col., 2021; Alvarado pinedo y col., 2019;
Cox y col., 1991; Yokomizo y col., 1985). De este modo, la produccion en el
laboratorio de antigeno WLA nos facilita aplicar en forma masiva el ELISAIi para
PTBC, debido a su performance diagndstica, bajo costo y simplicidad de
produccion.

El desarrollo de un ELISAI-L de PTBC permitio la deteccion de anticuerpos contra
Map en forma individual, evidenciando similares caracteristicas diagnosticas al
compararlo mediante analisis ROC con el ELISAI-S definiendo a ambos como “test
buenos”, siendo el AUC del ELISAI-L algo inferior que la del ELISAI-S. Para los
puntos de corte calculados mediante indice de Youden la Se fue de 79,7% (69,4-
89,8%) y 72,9% (61-83%) y la Sp de 88,4% (84,5-91,6%) y 89,7% (86,5-92,9%),
para los ELISAI-S y en leche respectivamente, coincidiendo con lo determinado
por Klausen y col. (2003). En dicho ensayo a diferencia de nuestro trabajo el autor
utilizé como antigeno PPA (Allied Monitor, Fayette, Missouri). En dos revisiones,
una realizada por Slana y col. (2008) y otra por Nielsen y Toft (2008), donde se
recopilan multiples trabajos que emplearon kits comerciales de ELISAi para PTBC
en muestras individuales de leche bovina expresan sensibilidades entre el 21% y
el 67% y especificidades entre el 83% al 99%. Las sensibilidades descriptas en la
bibliografia son menores con respecto a la de nuestro estudio, probablemente se
deba a una mayor tasa de eliminacion fecal de Map en los bovinos muestreados
(Carpenter y col., 2004), en coincidencia con nuestro analisis Tiwari y col. (2006)
informo una Se del ELISAI-L que oscilaba entre el 51% y 84% y la Sp entre el 92%
y 96%. Haber muestreado en tambos que presentan la enfermedad en forma
endémica podria llevarnos a tener un sesgo, subestimando el calculo de la Sp, por
lo cual es valido aclarar que los resultados “negativos” al ELISAI-L estan
respaldados por un VPN de 0,94 y que el cultivo utilizado para definir el “caso” en

el analisis ROC tiene una Se baja en general lo cual podria resultar en un aumento
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de FP en ambos ELISAs, sobre todo en cuadros subclinicos de PTBC donde no
hay eliminacion fecal de Map o la misma es intermitente. Norton y col. (2010)
afirman que no existe una prueba de referencia que pueda determinar el
verdadero estado de infeccién y considera imperfectas las estimaciones de Se y
Sp tomando como base al aislamiento fecal de Map. En cuanto al uso de suero
sanguineo o leche para la deteccion de anticuerpos Map especificos parece haber
diferencias limitadas entre ambos ELISAs (Lombard y col., 2006; Nielsen y col.,
2002a; Sweeney y col., 1995), en coincidencia con este trabajo varios autores
evidencian una correlacion positiva entre los resultados obtenidos a partir
muestras de suero y de leche (Eisenberg y col., 2015; Lombard y col., 2006;
Hendrick y col., 2005) pero con algunas consideraciones a tener en cuenta para
optimizar la interpretacion de los resultados del ELISAIi-L. EI momento de
muestreo es importante para realizar una correcta eleccion de la matriz
diagnéstica (Nielsen y col., 2002; Nielsen & Toft, 2012). Dicha eleccidon también
va a depender de la logistica, es decir, el muestreo en leche es menos invasivo
respecto al suero, sobre todo si el establecimiento realiza controles lecheros
mensuales, permitiéndonos acceder a la muestra en varios momentos del afio.
Como desventaja, las muestras de leche no pueden obtenerse de las vacas secas,
ni en categorias jovenes y tampoco de vacas en los primeros 3-5 dias de lactancia,
en las cuales la transicion de calostro a leche aumenta la probabilidad de obtener
resultados FP (Nielsen & Toft, 2012), por otro lado el pico de produccién de leche
podria llegar a diluir en algunos individuos la concentracion de IgG la cual es
relativamente constante durante la lactancia (Nielsen y Toft, 2012), momento en
el cual seria mas oportuno muestrear suero sanguineo. Las diferencias
observadas en nuestro trabajo con respecto al numero de lactancia,
probablemente se deban a que en vacas de primer parto el nivel de anticuerpos

contra Map en leche es menor, el mismo aumenta conforme lo hace el nimero de
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pariciones y la edad, por cuestiones fisiologicas e inherentes a la PTBC (Toft col.,
2005), a su vez en esta categoria la calidad de calostro suele ser menor con
respecto a la concentracion de IgG, esto se traslada a menor nivel de las mismas
posteriormente en la leche. (Eisenberg y col., 2015). Otra alternativa del ELISAI-L
para PTBC seria el agrupamiento de muestras individuales de leche en pooles,
con los propositos de inferir la prevalencia predial (Krieger y col., 2021; Kohler y
col., 2017), realizar el diagnéstico individual mediante el agrupamiento y posterior
procesamiento en forma individual de los pooles positivos (Lavers y col., 2014;
Graesball y col., 2017; Kéhler y col., 2017). Mathevon y col. (2019) desestimaron
el uso del ELISAIi de PTBC en pooles de suero, por obtener una alta tasa de FP;
la leche presenta menor probabilidad de obtener resultados FP, ya que la amplitud
de DO entre ELISAs positivos y negativos es mayor. En base a lo que
evidenciamos durante el trabajo de tesis la relacion entre el C+ en suero y un
resultado negativo es aproximadamente 3 a 3,5 veces, para el caso de la leche es
de 7 a 8 veces, tedricamente esto se explicaria por su concentraciéon de
anticuerpos que es entre 50 a 100 veces menor que la del suero (Butler, 1983),
teniendo mayor robustez a la hora de utilizar la estrategia en pooles. La
prevalencia individual influye en la Se del ELISAip-L para Map, Lavers y col. (2014)
evidenciaron al utilizar pooles de leche que la Se disminuye cuando también lo
hace la prevalencia, por el contrario, y en coincidencia con nuestro estudio en
general la Sp se mantuvo. Para el punto de corte de 70% la Se estimada utilizando
ELISAip-L fue menor que en el ELISAI-L individual, en cuanto a los valores de Sp
fueron similares para ambas alternativas. Se calculé el nUmero de muestras por
pool en base a la prevalencia (Po), el numero de individuos y se selecciono el
tamano de 4 muestras, el cual permitiria el mayor ahorro y la menor cantidad de
determinaciones totales, en futuros trabajos se podrian incluir en el calculo puntos

de corte alternativos que maximicen la Se y Sp con el fin de ajustar en base a
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estos parametros el tamafio de pool, disminuyendo la probabilidad de resultados
falsos negativos, tal como fue realizado por Mathevon y col. (2019) y Lavers y col.
(2014).

Como se puede apreciar en la tabla 14, pudimos evidenciar que a medida que
aumenta el numero de muestras por pool, y la prevalencia (Po), disminuye el
ahorro econdémico, la diferencia entre Po y la PA se hace mayor, lo cual podria
interpretarse como una disminucién de la Se analitica al aumentar el nUmero de
muestras por pool, en concordancia con lo descripto por Greesbell y col. (2017).
Para implementar el uso de pooles se deberia tener en cuenta la prevalencia
critica a partir de la cual deja de ser un método ventajoso como describe Williams,
(2010), ya que si en lugar de una prevalencia de 7,8% tuviéramos una entre el 20-
30% al no generarse ningun tipo de ahorro y perder capacidad diagndstica la
alternativa individual volveria a ser la eleccion. Segun lo evidenciado por Krieger
y col. (2021) el uso de la serologia en pooles de leche para PTBC parece ser una
herramienta adecuado para el propdsito de reduccion de la prevalencia, ya que el

analisis de muestras de pool es un método de deteccién econdémico y conveniente.

Los resultados de nuestro trabajo de tesis son alentadores para esta alternativa
del ELISAI-L. Evaluar el desempefio del ELISAip-L para PTBC en la determinacién
del estatus epidemiolégico del rodeo, implicaria trabajar con un mayor nimero de
establecimientos, tanto los antecedentes previos del calculo de la prevalencia en
el establecimiento lechero bajo estudio y los realizados mediante pooles no
difirieron significativamente, siendo este hallazgo alentador para futuros trabajos.
Como ventaja el ELISAip-L para PTBC nos permitié una reduccion significativa de
la cantidad de determinaciones individuales y costos de procesamiento,
mostrando un desempefio aceptable como herramienta diagnéstica. Teniendo en

cuenta que el ELISAI tiene un costo aproximado de 2,45 USD, (Cotizacién
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obtenida a partir del valor del délar estadounidense, en el Banco Central de la
Republica Argentina (BCRA) y siendo el precio del ELISA equivalente a $224
argentinos a la fecha: 25/02/2021) procesar el 52,69% de las muestras, nos

permitiria ahorrar 47,3% del costo (equivalente a 193,57 USD). (Tabla 14).

La muestra de leche de tanque se ha procesado mediante ELISAi-L con la
finalidad de realizar vigilancia epidemioldgica y para estimar prevalencia predial
(Nielsen y col., 2000; Delafosse y col., 2019; Pesqueira y col., 2017; Wilson y col.,
2010; Bauman y col., 2019), calculando la correlacion entre la seroprevalencia
individual de PTBC con el nivel de anticuerpos contra Map obtenido en leche de
tanque, en distintos establecimientos, obteniendo resultados diversos, con
limitaciones por baja Sp (Pesqueira y col.,, 2017), no obstante otros autores
evidenciaron un alto VPP para el ELISAI-LT con la finalidad de clasificar al
establecimiento como verdaderamente positivo a PTBC (Bauman y col., 2019) y
una asociacién significativa entre el resultado del ELISAI-LT y la prevalencia
individual a PTBC (Nielsen y Toft, 2014). El analisis realizado evidencia una
correlacion positiva y estadisticamente significativa (p-value = 0,001) entre la
DOLT y la PA, siendo el coeficiente de correlacion fue de 0,898 con un IC del 95%
(0,623-1); lo cual concuerda con la bibliografia y refuerza la potencialidad de que
la deteccién de anticuerpos contra Map mediante ELISAI-LT permitiria la
realizacion de vigilancia epidemiolégica no invasiva y caracterizacion de los
establecimientos tamberos con respecto a la PTBC, seria prudente aumentar el
nuamero de establecimientos muestreados, con la finalidad de comprobar vy
fortalecer dicha hipétesis en futuros trabajos. Por otro lado, las DOLT obtenidas
son algo estrechas entre los establecimientos con distintas prevalencias
evaluados en este trabajo, de forma similar a lo descripto por Nielsen y Toft,

(2014), dificultando la determinacion de un punto de corte para el ELISAI-LT, o
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asociar firmemente el resultado obtenido a una prevalencia individual con un error

bien establecido.

En bovinos los patrones de IgG en suero sanguineo y leche varian al comienzo
de la lactancia debido a la calostrogénesis, produciéndose una disminucién de la
concentracién de la misma en suero y un aumento en el calostro que se esta
sintetizando (Lombard y col., 2006; Guidry y Miller, 1986; Williams y Millar, 1979),
siendo la concentraciéon de IgG en calostro entre 5 a 10 veces mayor que en el
suero sanguineo y aproximadamente 100 veces superior que en la leche (Zervens
y col., 2013; Beer y col., 1974; Sasaki y col., 1976). Ante esta particularidad
previamente mencionada nos planteamos que la identificacion de anticuerpos
contra Map en el calostro nos permitiria diagnosticar la PTBC con mayor Se
analitica que el suero al tener mayor probabilidad de detectar la presencia de IgG
Map especifica. Hecho importante, sobre todo, en la fase subclinica de la PTBC
donde el ELISAI-S tiene menor Se. (Jenvey y col., 2016).

En base a nuestros resultados pudimos confirmar que en ELISAI-C de PTBC
presenta mayor Se analitica que el suero en el ELISAI utilizado en esta tesis, al
ser su dilucién de trabajo mayor que la de este ultimo. Por otro lado, el calostro
con respecto a la leche no solo difiere en concentracion de anticuerpos también
presenta un mayor numero de células somaticas, caracteristica que podria influir
en los resultados debido a una mayor actividad de oxidativa y formacién de
peroxidos. En un trabajo realizado por Zervens y col. (2013) se analizaron los
resultados obtenidos a partir del ELISAI-C para PTBC en base a los dias en
lactancia del dia 0 al 4, revelando que la probabilidad de dar resultado positivo el
dia 0 era 130 veces mayor que al dia 4, en dicho estudio consideran solamente 3
reacciones inespecificas y no emplearon ningun gold estandar para los calculos

de Se y Sp, simplemente caracterizaron los FP, planteando que el calostro
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presenta potencialidad como matriz diagnostica. A su vez la prevalencia de la
prueba en calostro fue del 97% en la fecha del parto, mientras que sélo el 11% de
las vacas resultaron positivas antes del parto, razén por la cual y en coincidencia
con nuestro analisis el numero de FP seria realmente elevado. En un estudio
realizado por Jenvey y col. (2016) se realizaron distintas diluciones de los sueros
y calostros para efectuar el ELISAi de PTBC, como prueba de oro aplicaron el
cultivo y PCR en heces con la finalidad de realizar un analisis ROC, concluyendo
que, con diluciones de muestra mas bajas, los valores de Se relativa del suero
fueron del 0% (1:2, AUC 0,62; 1:5, AUC 0,55) y la del calostro fue del 75% (1:5,
AUC de 0,73). Por lo tanto, para su analisis, en disidencia con el hasta ahora
realizado por nosotros, el uso de calostro en el ELISAiI en comparacion con las
muestras de suero podria proporcionar una mejor identificacién de los animales
en las primeras etapas de la infeccidén con Map. Bajo nuestras condiciones de
trabajo para la dilucion 3 (1:639) el AUC calculada para el ELISAI-C fue de 0,55,
demostrandose su bajo poder discriminatorio. La evaluacion del calostro como
matriz diagndstica para la PTBC en forma temprana podria ser aplicada en futuros
estudios longitudinales, evaluandolo sobre vaquillonas de 1° lactancia con un
posterior seguimiento de las mismas, con el fin de comprobar si existe asociacion
con el desarrollo de la EJ o la posterior eliminacion fecal la cual es menos probable
de detectar en estas categorias.

Los individuos que presentan la enfermedad clinica diseminan Map en altas
cargas a través de materia fecal (100-102'2 UFC/gr de MF) y en leche (2-200
UFC/ml de leche) (Giese y Ahrens, 2000; Rademaker y col., 2007), Map también
fue detectado por PCR en leche de vacas clinicamente sanas (Sweeney y col.,
1994). Por lo cual, el calostro de las madres infecciosas y clinicas representa un
alto riesgo de exposicion para los terneros (Nielsen y col., 2008). Un estudio de

cohorte realizado por Pithua y col. (2011) en la cual se ejecuté PCR anidado para
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ISMAPO2 en calostro no encontré diferencias entre el riesgo de infeccion con Map
entre los terneros expuestos y no expuestos al consumo de calostro ISMAPO2
positivo, en discrepancia con lo descripto por Nielsen y col. (2008). Este tipo de
analisis de riesgo deberia contemplar la prevalencia de PTBC en el rodeo y el tipo
de calostrado, ya que estas dos variables podrian tener fuerte influencia sobre los
resultados, sobre todo en establecimientos con PTBC endémica, por lo tanto, la
deteccién de material genético y formas viables de Map en leche y calostro podrian
mejorar las medidas de bioseguridad tendientes a disminuir el riesgo de infeccion
en los terneros. La concentracion de micobacterias detectadas mediante el
método de extraccion y PCR utilizado en esta tesis para leche cruda y calostro
contaminado experimentalmente fue de aproximadamente 14-28 UFC/mL similar
a lo descripto por Pillai y col. (2002) el cual mediante PCR 1S900 detectoé entre
10'-102 UFC/mL y Slana y col. (2008) en su revision. Dicha Se podria mejorar
utilizando kits de extraccion comerciales o métodos como la separacién inmuno-
magnética utilizada en nuestro pais por Gilardoni y col. (2016), que presentan
mayor Se, detectando hasta 10" UFC/50mL de leche como se puede evidenciar
en la tabla 26, extraida de Slana y col. (2008), lo cual estaria por debajo de la
dosis infectante (10° UFC) para un ternero que consume aproximadamente 4 L
diarios. Si bien la deteccion de ADN es un método sensible y de mayor practicidad
que el cultivo, presenta como desventaja frente a este no evidenciar la viabilidad

de Map lo cual representa un riesgo real de exposicion.
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Table 10. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis detection in cows’ and goat milk by the PCR method after

immunomagnetic separation

Examined milk Examined samples Methods
Detection limit Reference
Animal  Type No. positive % isolation detection
244 19 7.8 nk 1S 900 PCR 10" CFU/50 ml  Grant et al. (2002b)
. 389 50 12.9 nk 1S900 PCR 107 CFU/50 ml O'Reilly et al. (2004)
423 23 5.5 home made PMC, MS (ISMav2) 5 x 102 CFU/ml Stratmann et al.
(2006)
60 11 6.7 Dynabeads 1S900 PCR nk Girant et al. (2002a)
Cow ... :
s Metzger-Boddien et
24: 25 : » made T C 5 ' CF
243 25 10.3 home made Q 1S900 PCR 5-10' CFU/ml (5 rhes
567 67 11.8 nk 1S900 PCR 10" CFU/50 ml  Grant et al. (2002b)
pasteurised!’
357 35 9.8 nk 1S900 PCR 10° CFU/50 ml - O'Reilly et al, (2004)
pasteurised? 144 29 20.8 Dynabeads® 1S900 PCR nk Girant et al. (2002a)
x 340 5 1.5 Dynabeads™® 1S9200 PCR 10" CFU/ml Djonne et al. (2003)
Goat raw
340 24 7.1 Dynabeads™® 1S900 PCR 107" CFU/ml*

CFU = colony forming unit; PMC = peptide mediated capture; MS = magnetic separation; IS = insertion sequence; nk
knowin; qgquantitative Real-Time PCR

'bulk milk

ridual milk samples

al UK Ltd., Wirral, Merseyside, United Kingdom

er the dot blot hybridisation

not

Tabla 26. Deteccion de Map en leche de vaca y cabra mediante PCR con separacién
inmuno magnética. Extraida de Slana y col. (2008).

La muestra de leche puede contener Map de dos origenes, uno es la diseminacién
de dicha bacteria en leche a través de la ubre y el segundo es la contaminacion
fecal. Aunque la obtencién de leche se realice bajo medidas de asepsia es
facilmente contaminable. De igual modo las dos fuentes mencionadas tienen
importancia en el contagio de la PTBC a las categorias lactantes susceptibles. La
identificacion de Map por aislamiento en leche cruda tiene baja Se (16%-37%),
debido a la baja carga de micobacterias eliminada en dicha matriz (Sweeney y
col., 1992; Dundee y col., 2001; Jayarao y col., 2004; Gao y col., 2005), a su vez
el protocolo de descontaminacién, puede conducir a su reduccion, manifestandose
posteriormente con la ausencia de desarrollo, y, por lo tanto, la presentaciéon de
FN, que podrian ser detectados por PCR. En este trabajo de tesis de 91 muestras
de leche individual, procesadas se obtuvieron 9 (9,9%) aislamientos Map positivos
y 19 (21%) PCR 1S900 positivos, resultandos positivos a las dos técnicas solo 5;
evidenciando menor Se relativa para el aislamiento en leche. De 211 animales

examinados por Pillai y col., 2002 9 (4%) y 69 (33%) resultaron positivos a Map
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por cultivo y PCR 1S900 en leche respectivamente, coincidiendo en una mayor
proporcion de positivos detectada por el segundo método. Se obtuvieron 37
aislamientos de Map en materia fecal (CultMF+) y 9 en leche, siendo la proporcién
0,4065 (37/91) y 0,098 (9/91) respectivamente. La proporcion de CultMF+ fue
significativamente mayor que la proporcién de CultL+ (p-value = 4,12e-06). Por lo
que claramente el cultivo en leche individual no seria util para confirmar la PTBC.
La proporcién de CultL+ con CultMF+ fue de 0,1621 (6/37), para aislamientos Map
positivos en leche y CultMF- la proporcién fue menor (0,055 (3/54)) aun asi no
existieron diferencias significativas entre ambas (p-value = 0,1882). Las tasas de
aislamiento de Map en leche cruda varian mucho, en un estudio de Pensilvania
(Sweeney y col.,, 1992), se detect6 Map en 9/77 (11,6%) leches de vacas
subclinicas. En otro trabajo del mismo grupo (Sweeney y col., 1994) se reportaron
7 aislamientos Map positivos sobre un total de 16 (44%) vacas clinicamente
normales. En esta tesis también se obtuvieron aislamientos de Map en leche, a
partir de 3 individuos sin aislamiento fecal, sin signos clinicos y con serologia
positiva, fortaleciendo la hipotesis de que la eliminacién en leche también podria
darse en estadios tempranos la enfermedad, siendo las vacas en este estadio un
claro factor de exposicion para los terneros susceptibles, favoreciendo el contagio
de la PTBC. En concordancia con Jayarao y col. (2004) se observé una asociaciéon
significativa entre dar resultado positivo en la prueba de PCRL+ y el CultMF+. La
PCR en leche es un método rapido de deteccién, pero también tiene una baja Se
por la presencia de sustancias inhibidoras de la reaccién (Grant y col., 2000; Khare
y col., 2004). Motivo por el cual, el método de extraccion juega un papel crucial en
la performance diagnéstica. En concordancia a lo descripto por Gilardoni, (2012a),
se evidencio asociacion estadisticamente significativa entre dar resultado PCRL+
y ser CultMF+ (p= 0,005) y CultL+ (p= 0,02). En discrepancia con lo descripto con

Gilardoni y col. (2016) donde la concordancia entre PCRL y el Aislamiento de Map
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en leche presenta un coeficiente kappa de 0,02 en nuestro estudio fue de 0,39 y
si bien el grado de concordancia resultd bajo, fue el Unico estadisticamente
significativo.

En los primeros parrafos de esta discusion mencionamos la falta de pruebas de
diagnéstico rapidas, sencillas y precisas para el diagnéstico de PTBC limita su
control, el desarrollo de la amplificacion isotérmica mediada por bucle (LAMP) ha
sido realizado por diversos autores como Enosawa y col. (2003); Trangoni y col.
(2015) y Sange y col. (2019) y Singh col. (2020), promoviendo dichas cualidades
ventajosas con respecto al aislamiento en materia fecal. La LAMP presenta sus
diferencias con respecto del PCR, prescindiendo del uso de termociclador,
electroforesis en gel y un sistema de documentacion del mismo (Sange y col.,
2019). Las heces contienen compuestos muy variables que dependen de la
nutricién, la flora intestinal y el entorno del animal, los inhibidores pueden incluir
polisacaridos, clorofila, sales biliares, urea, glicolipidos, hemoglobina y heparina
(Pontiroli y col., 2011). También es muy probable que las heces de animales con
PTBC clinica que son tipicamente excretores de alto nivel, pueden contener grupo
hemo y células epiteliales, sobre todo en la fase final de la enfermedad. Se ha
comprobado que estos componentes inhiben la PCR (Inglis y Kalischuk 2003).
Aunque en general se informa de que el LAMP es menos sensible a esos
inhibidores (D'Agostino y col., 2015), independientemente de esto el uso de kits
de extraccion es algo de lo que no podriamos prescindir al tratarse de heces. En
esta tesis se llevé a cabo el protocolo descripto por Enosawa y col. (2003), los
resultados obtenidos indican una concordancia con los autores previamente
mencionados e impulsan a darle continuidad al estudio sobre dicha técnica y su
aplicacion en la deteccion de Map para el reemplazo del cultivo. Cabe destacar
que las extracciones de ADN fueron realizadas con kit comercial y que no se probé

el LAMP con la extraccion mediante solventes. El Sistema de revelado
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seleccionado sin dudas es importante pudiendo influir en la sensibilidad de la
técnica (Trangoni y col., 2015) ya que el cambio del pH por ejemplo se podria dar
sin ser amplificacion especifico dando lugar a FP y dificultades en la interpretacién

de los resultados.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

La utilizacion del antigeno WLA en el ELISAI-S para el diagnéstico de
PTBC tiene igual performance diagndstica que el antigeno comercial PPA
(Allied Monitor, INC; Fayette, USA).

La deteccién de anticuerpos contra Map mediante el test de ELISAI-L en
forma individual tiene una aceptable performance diagndstica para la

PTBC en vacas de tambo en la region.

El ELISAI-L mostré similares caracteristicas operativas que el ELISAI-S
para PTBC, sin ser un test de reemplazo, aunque si complementario y con
algunas ventajas en la obtencién de la muestra de leche durante ordefie,

sin necesidad de un encierre extra.

El uso e interpretacion del ELISAI-L para PTBC deberia tener en cuenta
las variaciones durante la lactancia. Siendo los momentos 6ptimos de
muestreo entre el dia 7 al 21 para evitar colectar leche con anticuerpos
calostrales y el otro momento podria ser posterior al pico de produccion en

el cual se puede producir un fendmeno de dilucion.

Las variantes del ELISAI-L, ELISAip-L y ELISAI-LT arrojaron resultados
alentadores en el monitoreo del estatus epidemioldgico de la enfermedad.
Permitiendo la implementacion de pooles disminuir los costos del ensayo
con resultados similares al ensayo individual; para el caso del ELISAI-LT
los resultados preliminares obtenidos demostraron que es posible
caracterizar epidemiolégicamente el establecimiento, siendo una

herramienta potencial a la hora de la toma de decisiones.

El ELISAI-C demostré una mala performance diagndstica para PTBC, por

su baja capacidad discriminatoria y alta tasa de FP.

La produccion local e implementaciéon de distintas micobactinas en el
medio de cultivo M7H9 nos permitid avanzar en el desarrollo de la tesis,

cultivo y aislamiento de Map.



118

8) Elusode PCR IS900 en calostro y leche permitiria realizar en forma rapida
la identificacion de calostros contaminados o con presencia de Map, siendo
util en la formacion de bancos de calostro, leche para la alimentacion
artificial de terneros, y relevante en salud publica en el monitoreo de leche

fluida comercial para consumo humano.

9) El cultivo en leche individual no seria util para confirmar la PTBC, con el
numero de muestras analizadas no se encontré asociacion entre CultMF+

y CultL+, pero si con este ultimo y el PCRL+.

10) El aislamiento Map en leche de 3 individuos sin aislamiento fecal, sin
signos clinicos y con serologia positiva, fortalece la hipotesis de que la

eliminacién en leche podria darse en estadios tempranos la enfermedad.

11) La aplicacion de PCR y LAMP 1S900 resulté ser una alternativa al cultivo
de Map en materia fecal en las muestras analizadas. Siendo evidente la
necesidad de utilizacion de kits comerciales para la extraccion de ADN,

debido a la presencia de inhibidores.
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ANEXOS

ANEXO |I. PRODUCCION DE ANTiGENO[ CUANTIFICACION
DE PROTEINAS DEL WLA MEDIANTE METODO BRADFORD
Y ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA SDS-
PAGE.

Férmula para 1L de caldo y medio glicerinado para la produccién de antigeno

descripta en el apartado 2.2

Componentes Cantidad
Extracto de carne 5qr.
Cloruro de sodio 5gr.

Peptona 1,5gr.
Glicerina 70 mL.
Agua Destilada 930 mL.
Agar (version solida 1,8%) 18 gr.

Cuantificacion de proteinas mediante el método Bradford.

Este método es una técnica colorimétrica para la cuantificacion de proteinas,
para la ejecucion del mismo se utilizé reactivo de Bradford (BIO BASIC®), se
realizé una curva de calibracidén de seroalbumina bovina y se realizaron las

mediciones con el filtro de 460nm.

Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE.
Soluciones Stock

Acrilamida bis acrilamida

acrilamida 30 gr.

bis acrilamida 0,8 gr.
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H20 csp 100 mL.

Se prepara en un vaso de precipitado o Erlenmeyer graduado, se
disuelve en agitador magnético, se retira el buzo y se completa el
volumen. Filtrar con embudo en recipiente color caramelo. Conservar
refrigerado a 4°C.

Buffer TRIS HCI 1,5 M (pH 8,8)

Tris-base 18,5 gr.

HCI csp pH 8,8

H20 50 mL. (luego llevar a 100 mL).

Se disuelve el TRIS en la mitad del volumen final, se ajusta el pH con HCI
puro, se completa el volumen de agua indicada previamente, se fracciona
en vasos rotulados y se conserva a 4°C.

Buffer TRIS HCI 0,5 M (pH 6,8)

Tris-base 6 gr.
HCI csp pH 6,8
H20 50 mL. (luego llevar a 100 mL).

Proceder como para Buffer TRIS HCI pH 8,8.

SDS al 10%

Se disuelven 10 gr de SDS en 50 mL de H20 en un Erlenmeyer con
agitacion y si es necesario en bafio maria a 60°C aproximadamente. Se
completa el volumen, se enfrasca en un vaso caramelo, se rotula y se
almacena a temperatura ambiente.

APS al 10%

Se prepara en el momento de trabajar, 100 mg de APS en 1 mL de agua.
Buffer para reservorio de corrida concentracion 10X

TRIS-base 30,2 gr.

Glicina 144 gr.
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H20 csp 100 mL.

100 mL buffer 10X + 10 mL SDS 10% ===> agua (csp 1L)
Azul de bromofenol al 10%

0,1gr de azul de bromofenol en 10 mL de agua.

Buffer de carga (LB) para condiciones reductoras.
TRIS HCI 0,5M (pH 6,6) 250uL

SDS 10% 400 pL

BETA ME 100 uL (para condiciones no reductoras se reemplaza con

agua)

Glicerol 400 uL
H20 850 pL
Azul de bromofenol 20 uL

Técnica de electroforesis

Las placas deben estar limpias y desengrasadas.

Gel de corrida o Resolving gel

Se preparé un gel al 12,5% con las siguientes cantidades:
2,5 mL de Acrilamida-Bis acrilamida 30-8.

1,5 mL de Tris HCI pH 8,8.

1,9 mL de Agua.

4 pL de Temed.

60 yL de SDS 10%.

40 pL de APS.
Gel concentrador o Staking gel
Se prepardé un gel al 5% con las siguientes cantidades:
0,66 mL de Acrilamida-Bis acrilamida 30-8.

1,25 mL de Tris HCI pH 8,8.

2,97 mL de Agua.
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5 uL de Temed.

50 yL de SDS 10%.

75 uL de APS.

Preparacién de las muestras

100 uL de muestra + 100 uL de Buffer de carga.

Las muestras se hierven a bafio maria 5 minutos y luego se centrifugan 5
minutos a 10000 RPM. Se usan o se almacenan a -20°C.

Electroforesis

Las muestras se siembran en cantidad de 20-30 L por pocillo.

Revelado

Utilizamos el sistema azul brillante de Coomasie. Se disuelve el colorante en
agua: metanol: y acido acético glacial en una relacion 5:5:2. Esta solucion
cumple la funcion de fijar las proteinas y tefiirlas. Se puede dejar toda la noche y
destefiir al dia siguiente.

Solucién decolorante

Metanol 150 mL, Acido acético 50 mL y Agua 300 mL. Se sumerge el gel con

agitacion durante varias horas.

ANEXO Il. SOLUCIONES UTILIZADAS EN EL TEST DE
ELISAI-S y ELISAi-L /| MEZCLA DE ANTIBIOTICOS/ MEDIO
LIQUIDO M7H9 SUPLEMENTADO CON YEMA DE HUEVO Y

MICOBACTINA J/ MEDIO DE HERROLD.

Preparacién de soluciones para el test de ELISAI-S y ELISAI-L.

Todas las soluciones se preparan con agua tridestilada, las probetas, pipetas,

Erlenmeyer y utensilios de vidrios a utilizar deberan estar limpios y secos, libres
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de residuos. Al pesar controlar que la balanza este nivelada, y que el Peachimetro
este calibrado con los buffers de referencia, controlar pH, en el caso de no ser el
correcto desechar y volver a realizar la solucion.

Solucién buffer carbonato-bicarbonato (pH: 9,5-9,6).

Pesar en balanza de precision:

Bicarbonato de sodio 0,015gr.
Carbonato de sodio 0,072 gr.

Disolver esta cantidad de sales a 50 mL de agua tridestilada.
Sensibilizacién de la placa.

Diluir el antigeno 1:486 en solucién buffer carbonato-bicarbonato, homogeneizar
y adicionar a la placa 100 yL por pocillo con pipeta multicanal. Una vez cubierta

refrigerar en la heladera durante toda la noche.

Solucién de lavado/diluyente (PBS-T) (solucion salina bufferada fosfato 0,01 M
mas tween 20 al 0,05% V/V)PH: 7 -7,2

Para 1 L de solucion, pesar en balanza de precision:

Cloruro de sodio 8,5¢r.
Fosfato de sodio monobasico 0,32 gr.
Fosfato de sodio dibasico 1,1 gr.

Anadir 500 uL de tween 20, con micropipeta monocanal, disolver y medir pH. Para

conservar dicha solucion esterilizar 121°C 20 min.

Solucién de urea (8 Molar)

Cada 10 mL de agua tridestilada, pesar en balanza de precision 4,8 gr. de urea.
Solucién buffer de revelado (citrato de sodio/ acido citrico PH: 5)

Para 25 mL de solucién, pesar en balanza de precision:

Acido citrico 0,24 gr.

Citrato de sodio 0,4-0,5 gr.

Agregar al buffer estos dos reactivos en el momento de revelar.
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ABTS 5 mgy H202 30% 9 pL.

Descontaminacion.

Mezcla de antibiéticos para descontaminacion
Anfotericina B 50 mg
Vancomicina 100 mg
Acido nalidixico 100 mg
Medio de caldo cerebro corazén al 1,85% 1000 mL

El caldo se prepara y se esteriliza a 120°C durante 20 minutos. Una vez enfriado
se le agregan los antibidticos en cabina de esterilidad. Se fracciona y congela

hasta su uso.

Solucién decontaminante de cloruro de hexadecilpiridinio (HPC)

Cloruro de hexadicilpiridinio 9g¢
Caldo cerebro corazon 18,59
Agua destilada 1000 mL

Disolver con agitador magnético y fraccionar 25 mL en tubos Falcon. Esterilizar en

autoclave a 120°C durante 20 minutos. Conservar a temperatura ambiente.

Preparacion de medios para el cultivo de Map.

Preparacion de los huevos.

Los huevos deben ser frescos y si es posible de gallinas que no hayan consumido
antibidticos. Lavar con agua y detergente. Dejar secar rociar con alcohol etilico
70°. En la CFL flamearlos suavemente con mechero. Separar la clara de la yema
e introducir esta ultima en un vaso de precipitado estéril, repetir el procedimiento

hasta obtener el volumen deseado.
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Preparacién de la soluciéon de verde de Malaquita al 2 %

Pesar 2 gr. de dicho colorante (forma oxalica) y diluir en 100 mL de H.OD,

fraccionar en tubos con tapa y esterilizar en autoclave a 120°C durante 20 minutos.
Preparacién de la micobactina.

La micobactina se conserva en heladera fraccionada en la cantidad de 2 mg que
es suficiente para preparar 1 L de medio de Herrold o 2 L de medio liquido, al

momento de su wuso disolver en 1 mL de alcohol etilico 96°.

Preparacion de la mezcla de antibiéticos para medio de cultivo.

Los antibi6ticos se encuentran fraccionados de acuerdo a la dosis, conservados a
-20°C y se resuspenden al momento de su uso. La vancomicina se suspende en
1 mL de agua destilada estéril, mientras que el acido nalidixico y la anfotericina se

suspenden en alcohol etilico 96°.

Medio de cultivo Herrold con micobactina

Cloruro de sodio 45 ¢
Peptona de carne 9,0 g
Extracto de carne bovina 27 g
Piruvato de sodio 41 g
Agar 15,3 g
Glicerina 34 mL
Agua destilada 840,9 mL
Yemas de huevo frescas 10 (120 mL)
Verde de Malaquita (2%) 51 mL
Micobactina 2 mg
Método de preparacion:

Mezclar en agitador magnético todos los componentes (excepto las yemas y el
colorante) hasta que se disuelva el agar en un Erlenmeyer con capacidad de 2 L.
Medir el pH y, de ser necesario, ajustar a 7,5 con Na (OH) 1N. Esterilizar en
autoclave durante 20 minutos a 120°C. Enfriar a 56°C y agregar las yemas y en

verde de Malaquita en forma estéril, homogeneizar. Fraccionar en CFL en forma
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estéril y dejar que solidifique en pico de flauta. Controlar la esterilidad incubando

en estufa a 37°C durante 48 horas.

Medio liquido Middlebrook 7H9 con Micobactina y yema de huevo (1L).

Medio base 3,1 gr, contiene los componentes que se detallan a continuacion.

Amonio sulfato 333 mg.
Fosfato monopotasico 667 mg.
Fosfato disddico 1,7 gr.
Citrato de sodio 67 mg.
Sulfato de magnesio 33 mg.
Cloruro de calcio 0,33 mg.
Sulfato de zinc 0,67 mg.
Sulfato de cobre 0,67 mg.
Acido L glutamico 333 mg.
Citrato de amonio férrico 27 mg.
Piridoxina 0,67 mg.
Biotina 0,33 mg.

Enriquecimiento

Albumina bovina 1,34 qgr.
Casitone 667mg.
Dextrosa 534 mg.
Catalasa 0,8 mg.
Cloruro de sodio 227 mg.
Yema 167 mL.
Micobactina J 1 mg.

Mezcla de antibiéticos

Anfotericina 50 mg.
Acido nalidixico 100 mg.

Vancomicina 100 mg.
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ANEXO lll. ROTOEVAPORADOR.

Para realizar la extraccion de micobactina se utilizé un rotoevaporador elaborado
con canos de PVC, Cuplas, bolilleros entre otros materiales, con la finalidad de
evaporar el cloroformo de una forma segura. Se utilizé una fuente de calor, un

motor y una bomba de vacio, como se describe en el siguiente esquema.

|

Exterior

Rotoevaporacion en produccién de micobactina.
1. Fuente de calor y movimiento rotacional.
2. Trampa de liquido y acumulador de vacio.
3. Bomba de vacio.
Las flechas rojas representan mangueras
proveedoras de vacio. == valvula

ANEXO IV. COMANDOS EMPLEADOS EN R PARA EL
ANALISIS ESTADISTICO.

Produccién y caracterizaciéon de antigeno

#Introduccién de datos#

> antigenos<-read.table("clipboard", header= TRUE, sep = "\t", dec = ",")
#Shapiro test#

> shapiro.test(antigenos$pos[antigenos$ag=="WLA CEDIVE"])

> shapiro.test(antigenos$pos[antigenos$ag=="PPA"])

#Wilcox test#

> wilcox.test(antigenos$pos[antigenos$ag=="WLA
CEDIVE"],antigenos$pos[antigenos$ag=="PPA"],paired=TRUE)
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#Grafico boxplot#

>boxplot(pos~ag, data = antigenos, main= "Comparacion entre antigenos PPA y
WLA CEDIVE en el ELISAI-S de PTBC", cex.main= 1, notch= TRUE, ylab = "pos",

col= rainbow(ncol(antigenos)))
#Correlaciéon entre antigenos#

>cor.test(corantigenos$poswila,

corantigenos$posppa,alternative="greater",method="pearson",conf.level=0.95)
#Concodancia entre pruebas#

Se utilizé: WinEpi: Working IN EPlIdemiology

Analisis ROC.

#Introducion de biblioteca pROC#

>library(pROC)

#Introduccion de datos#

>rocantigenos<-read.table("clipboard", header= TRUE, sep = "\t", dec =",")
#ROC wla#

> wla<-roc(rocantigenos$cultivo, rocantigenos$poswla)

#ROC PPA#

> PPA<-roc(rocantigenos$cultivo, rocantigenos$posppa)

#Comparacion de ambas curvas ROC#

> roc.test(wla, PPA)

Se describen a continuacion las funciones del paquete pROC de R que fueron

utilizadas en el apartado 3.2.1.
#0btencion de ROC, AUC y sus IC#
>porsroc<-roc(rocfin$cult, rocfin$pors)

>porsroc
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>ci.auc(porsroc)

#Calculo de potencia del analisis ROC#

>power.roc.test(porsroc)

#Calculos de IC de la Se y Sp#

>ci.sp(porsroc)

>ci.se(porsroc)

#Calculos de puntos de corte y su Se y Sp alta, media y baja#
>ci.thresholds(porsroc)

#Grafico de la curva con punto de corte segun indice de Youden, y AUC#

>plot(porsroc, main= "ELISAI-S, analisis ROC", xlab= "Especificidad", ylab=
"sensibilidad”, print.auc=TRUE, auc.polygon=TRUE, grid=c(0.1, 0.2),
grid.col=c("black", "red"), max.auc.polygon=TRUE, auc.polygon.col="red",
print.thres=TRUE, col= "black")

#0Obtencion de tabla de doble entrada para “x” punto de corte en este
ejemplo 68,2%#

>table(rocfin$pors>68,2,rocfin$cult)

#Obtencion del punto de corte maximizando Se y Sp mediante el argumento
“best”. Arroja como resultado el threshold su Se, Sp, VN, VP, FN, FP, VPP y
VPN#

>coords(porsroc,"best", ret=c("threshold","sensitivity","specificity","tp","tn","fn","fp",

"ppv","npv"),as.list=F,drop=F)

#Sensibilidad y Especificidad para los puntos de corte 55, 65y 70%#
>coords(porsroc, ¢(55, 65, 70))

#Comparacion de dos AUC. En este caso la de los ELISAI-S y en leche##

> roc.test (porsroc, porlroc)



Estadistica bayesiana validacion diagnodstica

#Comprobacion usando el método de Odds o Razoén de probabilidades#

#Datos para modelo#

a= # Enfermos, positivos

b= # Enfermos, negativos

c= # No enfermos, positivos
d= # No enfermos, negativos

#Totales Parciales#

m1 = (a+b) # Enfermos

m2 = (c+d) # No enfermos
n1 = (a+c) # Positivos

n2 = (b+d) # Negativos

N = (a+b+c+d) # Tamano muestral (N)
#Parametros "a priori"#
Se = a/m1 # Sensibilidad
Sp = d/m2 # Especificidad
Pre = m1/N # Prevalencia

# Razén de verosimilitud#
LRp <- Se / (1-Sp) # LR+
LRn <- (1-Se) / Sp # LR-
#Odds#

Oapri<- Pre/(1-Pre)
Opostp<- Oapri*LRp
Opostn<- Oapri*LRn

#Valores predictivos posteriores y complementos#

151
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#Por método de Odds#
VPP<-Opostp/(1+Opostp) # P(E/+)
FN<-Opostn/(1+Opostn) # P(E/-)
FP <- (1-VPP) # P(NE/+)

VPN <- (1-FN) # P(NE/-)

#Prueba de Complementos#
Comple.1<-(VPP+FP)
Comple.2<-(VPN+FN)

#Tabla 1#

TABLA.1 = data.frame (Oapri,LRp,LRn,Opostp,Opostn)
#Tabla 2#

TABLA.2 = data.frame (Se,Sp,Pre,VPP,FP,VPN,FN)

Analisis de variables y ELISAI-L.

Se aplicé Kruskal-Wallis y Wilcox para dol y dos en funcién de los distintos grupos
formados para las covariables, litros de leche, dias en lactancia y niumero de

lactancia.

#Introduccion de datos#
> variables<-read.table("clipboard",header=TRUE,sep="\t")

## Kruskal-Wallis de densidad 6ptica en leche en funcién de los L de leche##
> kruskal.test(dol~quantillts, data=variables)

##Wilcox test##

> pairwise.wilcox.test(variables$dol, variables$quantillts, p.adjust.method = "BH")
#Grafico boxplot con media#

> ggline(variables, x = "grupdel", y = "dol", add = c("mean_se","boxplot"), color =
"blue", order = ¢c("1", "2", "3", "4"), ylab = "densidad 6ptica en leche", xlab = "dias

en leche (del)agrupados", main= "ELISAI-L para PTBC en funcion de los del")
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Se procedio de igual manera para las variables dias en lactancia y numero de

lactancia.

#Introduccién de datos para analisis PCA#

> tesispca<-read.table("clipboard",header=TRUE,sep="\t")

#Apertura biblioteca FactoMineR#
library(FactoMineR)

#Analisis PCA#
> pcatesis<- PCA(tesispcal,1:4], scale.unit = TRUE, ind.sup = NULL, quanti.sup =
NULL, quali.sup = 4,row.w = NULL,col.w = NULL,graph = FALSE,axes = ¢(1,2))

#Grafico bandplot#
>bandplot(tesispca$lts,tesispca$porl,sd.col=c("blue","red","black","red","blue"),sd.
Ity=c(2,1,6,1,2),sd.lwd=c(1,1,2,1,1),pch=1,col="black",cex=0.8,las=1,ylim=c(15,1
00))

#Grafico PCA y generacion de elipses de confianza#

> plot.PCA(pcatesis, axes=c(1, 2), choix="ind", habillage=4, cex=0.7)
#Generacion de elipses de confianza#

> concat = cbind.data.frame(tesispcal,4], pcatesis$ind$coord)

> ellipse.coord = coord.ellipse(concat, bary = TRUE, level.conf = 0.99)

> plot.PCA(pcatesis, habillage = 4, ellipse = ellipse.coord, cex = 0.5,lwd=3)

Implementacion de ELISAi-L en agrupamiento de muestras

individuales

Los comandos utilizados fueron similares a los del analisis ROC.

Andlisis ELISAI-LT

#introduccion de datos#
BTM<-read.table("clipboard", header= TRUE, sep = "\t", dec =",")

#Correlacion entre la DOLT y la PA a PTBC obtenida mediante ELISAi-L#
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>cor.test(BTM$dots,BTM$pal,alternative="two.sided",method="pearson",conf.lev
el=0.95)
#Calculo de potencia#
> library(pwr)
> pwr.r.test(n=nrow(BTM),r=0.8989,sig.level=0.05,power=NULL)
#Regresion lineal entre DOLT y la PA a PTBC obtenida mediante ELISAi-L#
> Imdots_pal<-Im(dots~pal,data=BTM)
> summary(Imdots_pal)
#anova de la regresion lineal para calcular su potencia#
> anova(lmdots_pal)
> library(pwr)
> pwr.f2.test(u = 1, v = 6, f2 = NULL, sig.level = 0.95, power = NULL)
#Efecto de la sisa#
> cohen.ES(test = "f2", size = "large")
Conventional effect size from Cohen (1982)
test = f2
size = large

effect.size = 0.35
#Calculo de potencia para regresion#
> pwr.f2.test(u = 1, v = 6, f2 = 0.35, sig.level = 0.95, power = NULL)

power = 0.9876415

Implementacion de Nocardia spp. como pre-adsorbente en
el ELISAI-S de PTBC

Los comandos utilizados fueron similares a los del analisis ROC.

ELISAI-C de individuos con y sin aislamientos de Map en

heces.

Los comandos utilizados fueron similares a los del analisis ROC.

Aislamientos de Map en leche y su asociacién con los

diferentes métodos de diagnéstico de PTBC.

#Comparacion de dos proporciones#
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> prop.test(propleche$POSITIVOS,propleche$ TOTAL,conf.level=0.95)
#Calculo de potencia#

##h es la magnitud del efecto, necesaria para calcular la potencia##
> h<-2*asin(sqrt(0.4065))-2*asin(sqrt(0.099))

> library(pwr)

> pwr.2p2n.test(h=h,n1=91,n2=91,sig.level=0.05,power=NULL)

difference of proportion power calculation for binomial distribution (arcsine

transformation)
h =0.7425286
n1 =91
n2 = 91
sig.level = 0.05
power = 0.99
#Diferencias entre grupos#

pairwise.prop.test(proplechetotal$POSITIVOS,proplechetotal$ TOTAL,conf.level=
0.95)

#Obtencion de tabla de doble entrada#

> table(analisiscultleche$cultMF., analisiscultleche$cultL.)

#Prueba de Chi? con correccion de Yates#
chisq.test(table(analisiscultleche$cultMF, analisiscultleche$cultL.), correct = T)

En los casos donde se encontrd asociacion entre las variables se estimé el OR 'y
el RR. Utilizando: WinEpi: Working IN EPIdemiology
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