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PALABRAS CLAVE Resumen Mycobacterium bovis es el agente etioldgico de la tuberculosis bovina. La confirma-
Tuberculosis bovina; cion diagndstica en el laboratorio se realiza a través del aislamiento bacteriologico. Los ensayos
Mycobacterium bovis; interlaboratorio permiten evaluar el desempefo de cada laboratorio participante comparandolo
Aislamiento con otros de capacidades similares. El objetivo del presente estudio fue determinar la eficien-

cia en el aislamiento de M. bovis. Este estudio contdé con la participacion de 4 laboratorios, los
cuales procesaron a ciego 25 muestras de tejidos con lesiones, seleccionadas previamente por
aislamiento. El laboratorio A obtuvo la mayor proporcion de aislamientos (68%), seguido del C
(60%) y luego del B y D (ambos con el 52%). Las mayores concordancias se observaron entre los
pares de laboratorios B-C y B-D (68%). Las diferencias pudieron deberse a factores propios de
los procedimientos en cada laboratorio.

Este tipo de analisis interlaboratorio permite evidenciar posibles errores en los procedimien-
tos bacteriologicos e identificar puntos criticos del proceso para detectar M. bovis de manera
eficiente.
© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/s/by-nc-nd/
4.0/).
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Interlaboratory test: Isolation of Mycobacterium bovis from granulomatous lesions in
bovine

Abstract Mycobacterium bovis is the causative agent of bovine tuberculosis. The diagnostic
laboratory confirmation is made through bacterial isolation. The aim of interlaboratory tests is
to assess the performance of each participant in comparison with other of similar capacities.
The test objective was to determine the efficiency of isolation of M. bovis. Four laboratories
were part of the test and processed 25 blind tissue samples from granulomatous lesions and
with previous M. bovis isolation. The laboratory that had the highest proportion of isolates was
A (68%), followed by C (60%) and then B and D (both with 52%). The greatest concordance was
observed between B-D and B-C laboratories (68%). The differences could be due to specific

factors in each laboratory procedures.

This type of interlaboratory tests highlights errors in the bacteriology and identifies critical
points in the process to detect M. bovis accurately.
© 2016 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espaia, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

La tuberculosis bovina (TBB), cuyo agente etiologico es
Mycobacterium bovis, es una enfermedad infecciosa de
caracter zoondtico, que ocasiona serios problemas en la
salud publica’.

El control y la erradicacién de la TBB en Argentina se
basan en el diagnostico y la eliminacion de los animales
reactores a la intradermorreaccion. Asimismo, se estable-
cen la monitorizacion y la vigilancia epidemiologica en los
frigorificos, donde los animales son inspeccionados con el
fin de detectar lesiones compatibles con la enfermedad. De
acuerdo a cifras oficiales, durante el ano 2014 fueron deco-
misados 32.110 bovinos sospechados de TBB sobre una faena
total de 9.984.170, es decir, un 0,3% del total de animales
sacrificados en establecimientos fiscalizados por SENASA'3.

A través de la resolucion 128/2012, se encuentra vigente
el Programa Nacional de Control y Erradicacion de la
Tuberculosis Bovina, que incluye a la prueba intradérmica
ano-caudal (PAC) como el principal método diagndstico.
Dicha prueba es de referencia a nivel mundial y se utiliza
ampliamente como prueba tamiz para el diagndstico in vivo
de la enfermedad. Esta prueba depende enteramente de una
apropiada respuesta inmune celular del hospedador durante
las diversas fases que abarcan la patogénesis de la enferme-
dad. La utilizacion de ensayos diagnosticos confirmatorios,
como la bacteriologia y la histopatologia post mortem, per-
miten arribar a un diagndstico definitivo de los casos’.

Diversos estudios demostraron la importancia diagnos-
tica de estas técnicas a partir de muestras de tejidos', y
la bacteriologia se considera la técnica de referencia en el
diagnostico de TBB. En este sentido, el Programa Nacional de
Tuberculosis Bovina de Argentina contempla el seguimiento
a faena y el posterior analisis de esta muestra clinica para
aquellos casos con resultados inciertos en la PAC.

En frigorifico son caracterizadas todas las lesiones gra-
nulomatosas como lesion compatible con TBB (LCT). La
confirmacion de la infeccion por M. bovis se lleva a cabo
mediante un procedimiento bacteriolégico®, procesando
muestras de tejidos con LCT. Existen diversas variantes
durante dichos procedimientos, como por ejemplo en lo

referido al método de macerado de tejidos utilizado y a
la descontaminacion. Por ello, el objetivo de este trabajo
fue comparar entre diferentes laboratorios la eficacia en la
deteccion y el aislamiento de M. bovis a través de sus proce-
dimientos de bacteriologia habituales, utilizando un grupo
de muestras de tejidos bovinos con lesiones granulomatosas
que contaban ya con resultados bacterioldgicos positivos.

Participaron del ensayo 4 unidades de distintas partes del
pais (Entre Rios, Cordoba, Capital Federal y Buenos Aires),
con capacidad de procesamiento bacteriologico para el cul-
tivo de M. bovis. Los laboratorios, que fueron nomenclados
como A, B, Cy D, recolectaron y seleccionaron muestras
de tejidos provenientes de bovinos PAC positivos, segun las
normativas vigentes'?, que presentaron a la inspeccion post
mortem LCT de acuerdo a lo descripto por Neill et al.' y
que contaban con el aislamiento previo de M. bovis. Dichos
tejidos fueron linfonddulos retrofaringeos, mediastinicos y
mesentéricos, pulmoén e higado.

Cada laboratorio aporté al trabajo entre 4 y 7 muestras
de tejidos, hasta totalizar 25 muestras. Uno de los labora-
torios oficio a la vez de organizador, teniendo a su cargo
la recoleccion de todo el material aportado. Las 25 mues-
tras fueron divididas (utilizando bisturi) en 4 partes iguales
de aproximadamente 4 cm? y remitidas de manera refrige-
rada a cada laboratorio participante, incluyendo el propio
laboratorio organizador, en los cuales se proceso el material
recibido cumpliendo el procedimiento general abajo des-
cripto y aplicando las variaciones adoptadas por cada uno
de ellos, segln se resume en la tabla 1. En el laboratorio
organizador posteriormente se recibieron los resultados de
cada laboratorio, y se analizo la correlacion entre todos los
laboratorios participantes a través del programa Statistix 8.0
utilizando el test Spearman rank correlations.

Las muestras recepcionadas por cada laboratorio fue-
ron trituradas y homogeneizadas, ya sea de manera manual
utilizando morteros, o bien mecanicamente a través de
un triturador de tipo Stomacher (Masticator Basic IUL Ins-
truments modelo 470). Posteriormente se procedié a la
descontaminacién por el método de Petroff® de la siguiente



Ensayo interlaboratorio de cultivo de Mycobacterium bovis

163

Tabla 1

Resumen de algunas variaciones en el protocolo de descontaminacion utilizado por cada laboratorio

Procedimiento Laboratorio A

Laboratorio B

Laboratorio C Laboratorio D

Triturado del tejido Morteros Morteros
Tiempo de triturado 3min 3min
Volumen de tejido utilizado 2ml 5ml

en Petroff
Petroff-Sol. NaOH 4% 4%
Incubacion 20 min 15 min
Acido sulfarico 10% 5%
Resuspension final 2ml 2ml

Morteros/triturador
tipo Stomacher

Triturador tipo Stomacher

3 min 3min
2ml 4ml
4% 4%

30 min 20 min
10% 10%
2ml 1ml

manera: al material triturado se le agregd entre 5y 20ml
de agua bidestilada estéril (dependiendo de cada labora-
torio), mezclando cuidadosamente hasta la formacion de un
homogenato. Este material fue colocado en tubo tipo falcon,
agregando una solucion de NaOH al 4% y rojo de fenol (como
indicador de pH), en una proporcion 1:2 (tejido: NaOH). La
mezcla fue incubada entre 15 y 30 min a 37°C, de acuerdo
al protocolo de trabajo de cada laboratorio, agitando vigo-
rosamente cada 5min. Luego se centrifugd eliminando el
sobrenadante y neutralizando con una solucion de acido sul-
flrico hasta viraje del indicador. Nuevamente se centrifugo
durante 20min a 3.000rpm (salvo en el laboratorio B, en
donde se centrifugd durante 5min). Se eliminé el sobrena-
dante resuspendiendo el pellet en agua estéril, mezclando
vigorosamente y sembrando este producto en los medios de
cultivo.

La siembra se realizo por duplicado en los medios Stone-
brink y Lowenstein Jensen (2 de cada uno por muestra) y los
tubos se incubaron inclinados a 37 °C/25 °C durante 2 meses.
Se verificd semanalmente el posible desarrollo de bacilos
acido-alcohol resistentes (BAAR). En este sentido, todos
los crecimientos de colonias blancas amarillentas fueron
observados en el microscopio (baciloscopia) tras efectuar la
tincion especifica de Ziehl Neelsen (ZN), para informar luego
los resultados al laboratorio organizador como positivo o sin
desarrollo.

De las 25 muestras procesadas, 6 arrojaron resultados
coincidentes entre los 4 laboratorios participantes: 5 de
ellas fueron positivas y una negativa. De esta manera, la
proporcion de coincidencia sobre el total procesado arrojo
un 24% (tabla 2). Por otro lado, en la suma de todos los resul-
tados se pudieron obtener 24 aislamientos de las 25 muestras
procesadas. Una muestra result6 negativa en todos los labo-
ratorios, aunque contaba con resultado positivo previo en
uno de ellos, y por eso formo parte de la seleccion.

El laboratorio A fue el que obtuvo mayor nimero de aisla-
mientos, 68% (17/25), seguido por el laboratorio C con el 60%
(15/25) y luego por los laboratorios By D con un 52% (13/25)
cada uno. Asi, el promedio de porcentaje de aislamiento
positivo fue del 58%.

De acuerdo a lo detallado en la tabla 2, se pueden com-
parar los resultados obtenidos entre los laboratorios, donde
las mayores concordancias correspondieron a los pares B-D
y B-C, con el 68% en ambos casos (17/25). Utilizando el test
de Spearman, se observo también una mayor correlacion
entre los pares de laboratorios B-C y B-D, con una p=0,077
y p=0,078, respectivamente.

A fin de analizar las concordancias entre los laboratorios
participantes, se puede observar en la misma tabla que la
mayor concordancia comparativa, tomados los laboratorios
de a 3, se observo en B-C-D, quienes compartieron el 48% de
sus resultados (12/25).

Como se indicd, los laboratorios B-C y B-D fueron los que
mayor concordancia presentaron. No obstante, el laborato-
rio A fue el que demostré6 mayor capacidad de deteccion
y aislamiento de M. bovis. El analisis conjunto arrojé una
concordancia completa en los resultados obtenidos por los
4 laboratorios del 24% (6/25). Las diferencias pudieron
deberse a diversas causas, entre ellas la uniformidad de la
muestra, ya que al recibir cada laboratorio una porcion del
tejido, es posible que la distribucion y la carga de mico-
bacterias contenidas en cada una de esas muestras clinicas
no hayan sido lo suficientemente uniformes. Esto podria
subsanarse en un futuro ensayo inoculando cantidades cono-
cidas de M. bovis en cada porcion de tejido. Si bien esto
permitiria ajustar esta variante, la misma no reflejaria lo
que sucede durante una infeccion natural, donde el micro-
organismo establece en el hospedador una forma de vida
intracelular, y es esta la forma en la que se encuentra en los
tejidos blancos.

Asimismo es importante tener en cuenta el limite de
deteccion propio del ensayo bacterioldgico, el cual reque-
riria valores superiores a 10 o 100 microorganismos viables
para lograr un resultado positivo. Esta cantidad de microor-
ganismos se asocia generalmente a una etapa avanzada de
la enfermedad, por lo que en estadios tempranos, no serian
detectables'?. En este sentido, Stewart et al.' describie-
ron la posible baja carga de M. bovis en tejidos con lesiones
compatibles con TBB. Algunas de las muestras procesadas
podrian haber contado con una baja carga micobacteriana
que, asociada al limite de deteccion bacterioldgico, podria
originar disparidad en los resultados obtenidos.

Por otro lado, de acuerdo a lo descripto por Neill et al."",
el método de descontaminacion Petroff es agresivo para los
microorganismos que acompanan la muestra, como asi tam-
bién para las micobacterias, de modo que es este un paso
critico para la sobrevida del microorganismo?3%'>, Por esto,
las variaciones existentes en cada protocolo podrian ser el
motivo de las diferencias encontradas entre los laboratorios.
De hecho, ningln protocolo de descontaminacion fue igual
entre los laboratorios. Por un lado, el procedimiento de tri-
turado del tejido no fue el mismo. El mortero es un elemento
de triturado artesanal, en el cual el material macerado es
diluido en un volumen de agua estéril inferior (entre 5y
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Tabla 2 Resumen de los resultados interlaboratorios

N.° de muestra

Laboratorio A

Laboratorio B

Laboratorio C

Laboratorio D

1 Positivo Positivo
2 Positivo SD
3 SD SD
4 Positivo Positivo
5 SD Positivo
6 Positivo Positivo
7 SD Positivo
8 SD Positivo
9 SD SD
10 Positivo SD
11 Positivo SD
12 Positivo Positivo
13 Positivo SD
14 SD SD
15 Positivo Positivo
16 Positivo SD
17 SD SD
18 Positivo Positivo
19 Positivo Positivo
20 Positivo Positivo
21 Positivo SD
22 Positivo SD
23 Positivo SD
24 SD Positivo
25 Positivo Positivo
Totales 17 (68%) 13 (52%)

SD SD
SD SD
SD SD
Positivo Positivo
SD Positivo
SD SD
Positivo Positivo
Positivo Positivo
SD Positivo
Positivo SD
SD SD
Positivo SD
Positivo SD
Positivo SD
Positivo SD
Positivo Positivo
SD Positivo
Positivo Positivo
Positivo Positivo
Positivo Positivo
SD Positivo
Positivo SD
SD SD
Positivo Positivo
Positivo Positivo
15 (60%) 13 (52%)

SD: sin desarrollo.

10 ml) al utilizado con un homogeneizador de tipo Stoma-
cher (entre 10 y 20ml, aproximadamente). Por otro lado,
si bien las soluciones utilizadas fueron similares —salvo la
concentracion de acido sulfirico del laboratorio B, que fue
5%—, la calidad analitica de las drogas utilizadas al producir
los reactivos (hidroxido de sodio y acido sulfurico) es una
variable no ajustada en este trabajo, que pudo haber moti-
vado diferencias en los resultados. En este sentido, cabe
sefalar que los laboratorios B-C-D fueron los de mayor coin-
cidencia, aunque el laboratorio B lleva adelante el protocolo
utilizando mortero y una solucion mas concentrada de acido
para la neutralizacion del proceso. Asimismo, se encontra-
ron las mayores coincidencias entre los laboratorios B-C y
B-D.

El promedio de eficacia de aislamiento, medido como
porcentaje de aislamiento positivo, fue de 58% considerando
los 4 laboratorios participantes. Este valor se encuentra
levemente por encima de valores reportados previamente
por Cardoso et al.# (51,5%) y Liébana et al.’ (50%). Por otro
lado, la eficacia de aislamiento fue claramente superior a la
informada por Miiller et al."® (35%) y Biffa et al.3 (31,2%).

Si bien cada muestra incluida en el estudio presentd LCT
y contaba con aislamiento previo, cabe resaltar que pro-
vinieron de los distintos laboratorios participantes. Al ser
analizada por otros participantes, no siempre se reproduje-
ron los resultados originales.

En sintesis, los resultados obtenidos demuestran
la importancia que presentan estos tipos de ensayos
interlaboratorio, ya que permiten evidenciar posibles

errores y aspectos susceptibles de ser mejorados, como
la unificacion de los protocolos de los laboratorios, la
calidad analitica de los reactivos utilizados, las condiciones
y el tiempo de almacenamiento y la homogeneidad de la
muestra, con el objetivo de brindar una efectiva deteccion
y aislamiento de M. bovis a partir de muestras de tejidos.
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