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Resumen

Un estudio prospectivo fue realizado en un rodeo lechero con tuberculosis
bovina (TB) endémica para investigar el riesgo atribuido a la alimentaciéon
con leche cruda en terneros durante la crianza artificial. Posterior al parto,
los terneros tuvieron un periodo de calostrado de 24 h y fueron luego
separados en dos grupos con diferente alimentacion. El grupo expuesto
consumié una mezcla de leche cruda procedente de las vacas del rodeo
general y el grupo no expuesto consumio sustituto lacteo, durante un
periodo de 2 a 90 dias. Tres dias previos a retirarlos de la crianza artificial,
todos los terneros fueron sometidos a la prueba de la tuberculina aplicada
en el pliegue ano-caudal (PAC) para detectar la exposicion a M. bovis. La
incidencia de TB fue del 65% para el grupo expuesto y del 46% para el
grupo no expuesto. Los terneros que consumieron leche cruda tuvieron un
40% mas de riesgo de ser expuestos a M. bovis que los terneros que
consumieron sustituto lacteo. Los estudios complementarios realizados en
terneros positivos a la PAC indican que las reacciones fueron causadas por
M. bovis. Sin embargo, el riesgo atribuible al consumo de leche cruda fue
del 19% lo cual indica que otros factores estarian involucrados en la
transmision. Futuros estudios deberan investigar el rol de otros factores en
la epidemiologia de la TB en rodeos lecheros endémicos.

Palabras claves: Tuberculosis bovina | terneros | Leche cruda | riesgo |
expuestos.

Summary

A prospective study was conducted in a dairy herd with endemic bovine
tuberculosis (BT) to assess the risk attributed to raw milk in feeding calves
during the artificial rearing. After birth, calves had a period of 24 hours of
weaning and then they were separated into two groups with different
feeding. The exposed group consumed a mixture of raw milk from cowsl
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from a general herd and the unexposed group consumed a milk substitute
for a period of 2 to 90 days. Three days prior to removal from the artificial
rearing, all calves were subjected to the tuberculin test applied in the
caudal fold (CFT) to detect exposure to M. bovis. The incidence of BT was
65% for the exposed group and 46% in unexposed group. Calves
consuming raw milk were 40% more likely to be exposed to M. bovis than
calves consuming milk substitute. Complementary studies in calves that
resulted positive to the CFT was due to M. bovis. However, the attributable
risk to raw milk consumption was 19%, indicating that other factors could
be involved in the transmission. Future studies should be done to evaluate
the role of other factors that could be involved in the epidemiology of
endemic BT in dairy herds.

Keywords: Bovine tuberculosis | calf | raw milk | risk | exposed.

Introduccién

La Tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad infectocontagiosa
producida por Mycobacterium bovis (M. bovis), siendo el bovino ademas
susceptible a la infeccion por otras bacterias del complejo M. tuberculosis.
La via de transmision mas importante en bovinos es la respiratoria (Collins,
2006), aunque también se describe la transmision por ingestion de leche
procedente de vacas infectadas. El agua y/o los pastos contaminados
podrian tener ademas un rol en la transmisiéon de M. bovis. Sin embargo, la
radiacion solar y la desecacion eliminan el M. bovis del ambiente en un
periodo variable, dependiendo de las condiciones climéaticas (O'Reilly and
Daborn, 1995). En varios paises se ha demostrado ademas la transmisiéon
por especies silvestres que actuan como reservorio de la infeccion. La
transmision congénita podria ocurrir por transmision de M. bovis a través
de los vasos umbilicales, pero se describe que esto solo ocurria solo en el
1% de los casos (Phillips et al., 2003).

Existen evidencias que sugieren que, en rodeos endémicos, el calostro
bovino podria cumplir un rol importante en la transmision del M. bovis
(Serrano-Moreno et al., 2008). En rumiantes, el consumo de calostro no se
puede eludir ya que es fundamental para el buen desarrollo del neonato
(Chappuis, 1998), debido a que el tipo de placentacion impide el traspaso
de la inmunidad materna. La transmision de M. bovis por leche cruda se
describe como importante en rodeos endémicos (Radostits et al., 2002).
Sin embargo, algunos estudios han desestimado la importancia del
consumo de leche cruda sobre el riesgo de infeccion por M. bovis en el
rodeo (Gonzalez Alvarez, 1949). Se ha determinado que M. bovis se
excreta por leche en el 4% de las vacas positivas a la prueba de la
tuberculina (Mattias, 1980), aunque otros estudios sugieren que esta
excrecion podria ocurrir hasta en el 40% de las vacas positivas (Garbaccio

et al., 2011). Un bovino infectado sin signos clinicos aparentes puede
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excretar hasta 10° UFC de M. bovis por mL de leche (Phillips et al., 2003).
En la TB con afeccion de la glandula mamaria por infiltracion lobular de M.
bovis, la leche puede aparecer inalterada en su aspecto externo (Mattias,
1980). EI M. bovis no sobrevive al proceso de pasteurizacion de la leche
(Grant et al., 1996) por lo cual, este proceso evita el riesgo de transmision
por esta via. Se ha demostrado un menor riesgo de exposicion a
Mycobacterium spp. en terneros que consumen sustituto lacteo durante su
crianza (Evangelista and De Anda, 1996), por lo que el suministro de
sustitutos lacteos para la alimentacion de los terneros disminuiria el riesgo
de transmision por via digestiva.

En Argentina, la reglamentacion indica para el saneamiento de TB la
aplicacion de la prueba de la tuberculina, utilizando derivado proteico
purificado (DPP) de M. bovis, y la eliminacion de los reactores positivos. La
prueba de la tuberculina, se ha desempefiado muy bien como prueba tamiz
en bovinos, al poner en evidencia la exposicidén retrospectiva a la infeccion
(Collins, 2006). La TB se describe generalmente como una enfermedad
créonica y es por ello que su presentacion ocurre mas frecuentemente en
animales adultos. Sin embargo, se ha descripto la presencia de reactores
positivos a la prueba de la tuberculina en terneros de entre 15 dias y dos
meses de edad (Antognoli et al., 1998). En concordancia, estudios
recientes han demostrado la presencia de lesiones y el aislamiento de M.
bovis en bovinos de entre 3 y 7 meses de edad que pertenecian a rodeos
lecheros endémicos (Garro et al., 2011). Estos trabajos sugieren que la
infeccién por M. bovis puede ocurrir a una temprana edad y que la misma
puede identificarse a través de la prueba de la tuberculina. Se ha descripto
que la induccidbn de una respuesta inmune mediada por células a la
tuberculina no difiere entre terneros neonatos Yy bovinos adultos
(Outteridge, 1985). Asimismo, estudios experimentales han demostrado
que la respuesta de hipersensibilidad a la tuberculina puede identificarse a
las tres semanas post-infeccion (Thom et al., 2006) aunque en infecciones
naturales este periodo podria ser mayor (OIE, 2009).

La informacién existente indica que la leche puede vehiculizar el M. bovis y
ser la fuente de infeccion para terneras de reposicion en rodeos endémicos.
Sin embargo, la alimentacion con leche cruda es una practica habitual en
algunos rodeos lecheros (Garro et al., 2010), por lo que la magnitud del
riesgo asociado a este manejo deberia ser cuantificada. De esta manera, se
podria informar de manera objetiva a veterinarios y productores sobre la
importancia de la utilizacion de equipos de pasteurizacion o remplazantes
de la leche en rodeos endémicos. El objetivo de este estudio fue investigar
la asociacion entre el suministro de leche cruda durante la crianza artificial
de terneros y la exposiciéon de los mismos a M. bovis, como asi también
realizar estudios complementarios que confirmen los resultados de la
prueba tuberculinica.
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Materiales y Métodos

Historia del rodeo lechero

El estudio se realizo sobre un rodeo lechero con TB endémica, que present6
una prevalencia en vacas adultas de entre el 0,8 y el 2,7% durante el
periodo en estudio (enero 2010 a enero 2011). ElI mismo, estaba
conformado por 261 vacas totales y 250 bovinos en recria de entre 2 y 24
meses de edad distribuidos en una superficie de 436 Ha. El rodeo
mantenia un historial de reactores positivos a la PAC en vacas sin poder
concretar el saneamiento y en los cuatro afos previos a este estudio
presentd una incidencia de TB en terneros que oscilé entre el 10 y el 95 %.

Diseno del estudio

Se realizo un estudio observacional de cohortes con dos grupos de
terneros, de los cuales uno fue expuesto al factor (consumo de leche
cruda). Luego del parto, los teneros eran mantenidos en un piquete
durante 24 horas con sus respectivas madres, para promover el consumo
natural de calostro. Posteriormente, ambos grupos de terneros fueron
criados artificialmente durante los 2 a 90 dias de edad. El grupo expuesto
consumid leche cruda procedente de una mezcla de leche de vacas del
rodeo general y el grupo no expuesto consumid sustituto lacteo. El
consumo de leche o de sustituto lacteo fue de 4 litros/animal/dia
suministrado en dos tomas diarias. Ambos grupos recibieron ademas agua
ad libitum y alimento sdlido. Cada ternero fue sujeto al suelo por una
estaca y separados entre si de manera tal de no tocarse entre ellos. Los
grupos fueron separados espacialmente por 50 metros. Todos los terneros
fueron alimentados por la misma persona, comenzando primero por el
grupo no expuesto y continuando luego por el grupo expuesto. Se
consideré que todos los terneros eran sanos al momento de comenzar la
crianza artificial.

Prueba de la tuberculina

Al finalizar el periodo de crianza artificial los terneros fueron inoculados con
0,1 mL de DPP de M. bovis (PPD BOVINA, Sanidad Ganadera S.R.L.) en
forma intradérmica y 72 = 6 h después se evalud la presencia de edema,
eritema o induracion. Se utilizo un calibre para cuantificar el tamafio del
pliegue ano-caudal previo y posterior a la inoculacion. Un aumento del
tamarno en el pliegue ano-caudal mayor o igual a 3 mm fue el indicador de
reaccion positiva a la PAC (PAC-positivo). La edad de los terneros
sometidos a la PAC era de entre 60 y 90 dias y todas las pruebas fueron
realizadas por el mismo veterinario. Una respuesta PAC positiva fue
considerada como un indicador de exposicién a M. bovis.
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Estudios complementarios

Al finalizar el ensayo se sometié a 25 terneros positivos a la PAC a la
prueba cervical comparada (PCC) utilizando 0,1 mL DPP de M. bovis, M.
avium, M. fortuitum y M. plhei, estas dos ultimas tuberculinas fueron
elaboradas con cepas aisladas del ambiente. En la region cervical media se
rasuro una zona de 15 cm? y se inyecto DPP en forma intradérmica en
cuatro puntos distanciados por 12 cm. El pliegue de piel cervical fue
medido previo y 72 £+ 6 h posteriores a la inoculacion.

Un ternero PAC-positivo fue sometido a necropsia para intentar aislar e
identificar el M. bovis. Se tomaron muestras para bacteriologia de los
ganglios retrofaringeos, mediastinicos, traqueo-bronquiales, mesentéricos,
hepaticos y del pulmdén. Todo crecimiento micobacteriano fue analizado por
la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR 1S6110) y la
tipificacion de oligonucledtidos espaciadores (Spoligotyping).

Para evaluar la presencia de M. bovis en el ambiente se tomaron muestras
del agua suministrada a los terneros y que es utilizada para la preparacion
del sustituto lacteo. Asimismo, se tomaron muestras de suelo de la capa
superficial de tierra donde el grupo expuesto y no expuesto fueron
mantenidos durante la crianza artificial. Las mismas se incubaron a 25, 37
y 42 °©C durante dos meses. A todo crecimiento de micobacterias se le
realizo la tipificacion molecular mediante andlisis de los productos de
amplificacion y restriccion (PRA) de un segmento del gen del hsp65 y la
secuenciacion parcial del gen que codifica para el 16S RNA.

Analisis de los datos

La descripcion del tiempo y el tamafio del pliegue ano-caudal son
expresados por la media y desvio estandar (M = DE). Se utilizo el riesgo
relativo para medir el grado de asociacion en el factor de exposicion y los
resultados y la prueba de chi-cuadrado para determinar la significancia de
la asociacion. Se calculo el riesgo atribuible a la exposicion, es decir, la
incidencia de la enfermedad que se hubiera evitado si los animales no
hubieran estado expuestos al factor de riesgo, asumiendo que el factor es
causal. Asimismo, se calculo la fraccion atribuible, que es la proporciéon de
la exposicion atribuible al factor de exposicion (Thrusfield, 2007). Los datos
fueron analizados con el software Win episcope 2,0.

Resultados

Prueba de la tuberculina

Un total de 108 terneros fueron evaluados, de los cuales 58 pertenecian al

grupo expuesto y 50 al grupo no expuesto. La edad de los terneros

sometidos a la PAC fue de 92 + 29 dias y 86 *+ 20 para el grupo expuesto y
5
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no expuesto respectivamente. La incidencia de terneros PAC-positivos fue
del 65% (n = 38) y el 46% (n = 23) para el grupo expuesto y no expuesto
respectivamente (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
El tamafio de reaccion promedio de los terneros PAC-positivos fue de 14 =+
4 mm. El riesgo relativo fue de 1,4 (IC 95% = 1 — 2; P = 0,04), es decir
que, los terneros que consumieron leche cruda tuvieron un 40% mas de
riesgo de ser expuestos a M. bovis en relacion a aquellos terneros que
consumieron sustituto lacteo. El riesgo atribuible a la exposicion fue del
19%. Es decir que, un 19% de la incidencia se hubiera evitado si los
terneros no hubieran consumido leche cruda. En términos relativos, la
proporcion atribuible al consumo de leche cruda fue del 28%. Es decir que,
en este estudio, no se pudo demostrar cual fue la fuente de infeccién a la
cual atribuirle el 72% de las infecciones en los terneros expuestos.

Grupo N TB + RR IC 95 %
n %

Expuesto 58 38 655 14 101-2

No expuesto 50 23 46.0 1.0

Tabla 1: Resultados obtenidos a la PAC en 108 terneros de entre 60 y 90 dias de
edad, riesgo relativo e intervalo de confianza. Expuesto: grupo expuesto al
consumo de leche cruda; No expuesto: grupo no expuesto al consumo de leche
cruda.

Estudios complementarios

Todos los terneros que fueron sometidos a la PCC, fueron positivos a M.
bovis y negativos a las demas tuberculinas. La diferencia en el tamafo del
pliegue cervical pre y post-inoculacion fue de: 10,8 £ 4 mm para M. bovis;
4,4 £ 2 mm para M. avium; 1 = 1 mm para M. fortuitum y 2,6 £ 2 mm
para M. plhei.

Del ternero sometido a necropsia se logro aislar e identificar M. bovis del
tejido pulmonar. No se observaron lesiones macroscopicas en la cadena
ganglionar digestiva pero si una importante afecciéon de los I6bulos medios
de ambos pulmones.

No se identificé el crecimiento de M. bovis en muestras de suelo y agua.
Sin embargo, se logré aislar e identificar micobacterias no tuberculosas
(MNT) en el agua utilizada para la alimentacion de los terneros (20-40
UFC/mL) y el suelo (2 x 10%? UFC/gr.) sobre el cual los animales eran
criados. La tipificaciobn molecular demostr6 un perfil de restriccion
concordante con Mycobacterium simiae, confirmandose por 16S RNA, cuya
secuencia demostro una identidad del 99,7%.

Discusion

Este estudio demostré que en este rodeo lechero, la alimentacion con leche
cruda estuvo asociada a la exposicion a M. bovis en terneros de entre 606
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y 90 dias de edad. Sin embargo, la elevada incidencia observada en ambos
grupos de terneros sugiere que las condiciones epidemioldgicas de este
rodeo fueron inusuales. Se encontré que los terneros que consumieron
leche cruda tuvieron un 40% mas de riesgo de ser expuestos a M. bovis
que aquellos terneros que consumieron sustituto lacteo. Sin embargo, solo
el 19% de la incidencia de TB en el grupo expuesto puede atribuirsele al
consumo de leche cruda, habiendo una gran proporcién de terneros en los
cuales no se logré determinar la fuente de infeccion. Es por ello que los
valores obtenidos deben interpretarse considerando la elevada incidencia
observada en el grupo no expuesto, que sugiere que otros factores no
identificados en este estudio estarian involucrados en la transmision de la
infeccion.

Los resultados demuestran que los terneros de ambos grupos presentaron
una elevada incidencia de TB, aunque la misma fue mayor en el grupo
expuesto. Aunque algunos autores indican que la diseminacién por leche es
baja, las nuevas técnicas mas sensibles demuestran que su importancia en
la diseminacion de M. bovis por leche habria sido subestimada. Una sola
vaca puede excretar una gran cantidad de bacterias por leche lo cual puede
ser suficiente para hacer infectiva a una mayor cantidad de la misma
(Moda et al., 1996). La incidencia en el grupo expuesto de este estudio
duplicé la prevalencia de grupos de terneros de alto riesgo encontrado en
otro trabajo, bajo situaciones similares (Evangelista and De Anda, 1996).
Es posible que animales anérgicos puedan haber estado excretando una
gran cantidad de M. bovis a través de la leche, y que los mismos no hayan
sido detectados por las pruebas convencionales. Evitar el consumo de leche
cruda podria disminuir en un 19% la incidencia en terneros de rodeos
endémicos, por lo que es una medida preventiva a considerar en los planes
de saneamiento.

El consumo de leche cruda ha sido desde siempre, un reconocido factor de
riesgo para la ocurrencia de tuberculosis en humanos producida por M.
bovis (O'Reilly and Daborn, 1995; Abalos and Retamal, 2004),
especialmente en nifos, debido aparentemente a una mayor
susceptibilidad relacionada a la edad (Moda et al., 1996). Es por ello que,
el hallazgo de este estudio implica que la leche puede representar un gran
riesgo para aquellas personas que estan expuestas al consumo de leche
bovina sin el tratamiento térmico adecuado.

Este trabajo encontré6 ademas que, el riesgo de que los terneros se
expongan a M. bovis, no se eliminé completamente con el uso de sustitutos
lacteos. A una conclusion similar llegaron otros investigadores (Evangelista
and De Anda, 1996) que encontraron reactores positivos en terneros
alimentados con sustitutos lacteos. Esto también sugiere que otras vias de
transmision no evaluadas en este estudio estarian involucradas en la
transmision de la infeccion. La transmisiéon en el grupo no expuesto podria
haber ocurrido por via congénita, por la ingestion de calostro de vacas
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falso negativas a la PAC y/o por contagio directo de su madre
inmediatamente después del parto. También es factible que algunos
terneros se hayan infectado al consumir calostro de vacas con TB y que los
mismos hayan actuado como fuente de infeccidbn para otros terneros
durante la etapa de crianza artificial.

La elevada incidencia de terneros PAC-positivos encontrada en ambos
grupos fue inesperada, y difiere de la baja prevalencia registrada en vacas
adultas. La TB se describe generalmente como una enfermedad cronica y
es tal vez por ello que, debido a su relativa longevidad, las vacas tienen
mas probabilidad de ser expuestas a M. bovis que las categorias mas
jovenes, pero esto no concuerda con nuestros resultados. Se desconoce el
rol que podrian haber tenido las especies silvestres y/o demas especies
domésticas presentes en el establecimiento en la transmisiéon de la
enfermedad. Algunos paises han tenido serios impedimentos en la
erradicacion de la TB debido al contacto de los bovinos con animales
silvestres (Collins, 2006) aunque en nuestro estudio esta situacion no fue
considerada.

Las pruebas complementarias utilizadas refuerzan los resultados de la PAC
indicando que, la bacteria que causo las reacciones positivas en estos
terneros fue M. bovis. La concordancia entre la PAC y la PCC fue total, lo
cual asegura una mayor confiabilidad en los resultados de la PAC. En al
menos un espécimen pudo identificarse el agente causal, lo cual refuerza
drasticamente los resultados. Dicho animal no presentd lesiones
macroscopicas en la cadena ganglionar intestinal pero si una marcada
afeccion pulmonar, de la cual se pudo aislar el M. bovis. Esto sugiere que la
via de infeccion de este ternero fue respiratoria y no digestiva, lo cual
refuerza la hipdtesis de la presencia de otras fuentes de infeccién que
habrian estado involucradas en la transmision. La ausencia de M. bovis en
el ambiente sugiere que el mismo no representaria un riesgo para la
transmision de la infeccion en terneros. El M. bovis tiene ademas una
sobrevivencia limitada en el ambiente a diferencia de otras bacterias como
las que producen el carbunclo o el tétano. Mientras que, la presencia de
MNT en suelo y agua seria un hallazgo esperable aunque su importancia
radicaria en que podrian producir reacciones inespecificas a la prueba de la
tuberculina (Oriani and Sagardoy, 2005). La micobacteria identificada (M.
simiae) puede estar presente en el ambiente y causar una infeccion
progresiva en humanos (Barrera et al., 2010; Oldrino et al., 2010), por lo
que su importancia en bovinos deberia ser evaluada. La evidencia recabada
por las pruebas complementarias confirma que el M. bovis estaba presente
en terneros PAC-positivos y sugieren que el ambiente no habria sido un
factor influyente sobre la transmision de la infeccion.

Para un eficiente control y erradicacion de la TB es importante identificar
todas las potenciales fuentes de infeccibn para proceder a su remocioéon y
evitar de esta manera la persistencia de M. bovis en el rodeo. De igual
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manera, es importante aplicar la prueba de la tuberculina a las categorias
mas jovenes con el fin de identificar rapidamente a aquellos animales que
pueden convertirse en los potenciales reservorios y fuentes de infeccion
para el rodeo. Los terneros nacidos de madres positivas a la tuberculina
deberian ser separados luego del parto y suministrarles calostro de vacas
negativas a la prueba diagndstica. Mientras que, el uso suministro de
sustitutos lacteos, reduciria de manera significativa la exposicion a M. bovis
en terneros lactantes.

Es importante destacar que los resultados de este estudio prospectivo sélo
son aplicables a este rodeo lechero. No obstante, son indicativos de la
complejidad que puede existir en algunos rodeos endémicos que intentan
concretar el saneamiento de TB. Por este motivo, nuevos esfuerzos
deberan abordarse para intentar identificar otras potenciales vias de
transmision, conforme progresen los esfuerzos para controlar y erradicar la
TB de nuestros rodeos.
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