UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN CIENCIAS VETERINARIAS

IDAD RUTONOMZ DE BAJR CALL»

FINY
N

ZIv3d V1 HOd
V%

5560“
2
&

Y,

4 DEL HOMBRE

USO DE UN BACTERIOFAGO COMERCIAL PARA LA DETECCION DE DOS
MICOBACTERIAS, Mycobacterium bovis Y Mycobacterium avium subesp.

paratuberculosis

TESIS
COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE:
MAESTRO EN CIENCIAS VETERINARIAS

PRESENTA

KARLA ALEJANDRA GARCIA BORJAS

DIRECTOR DE TESIS
DRA. SAWAKO OSHIMA

Mexicali, Baja California, México Enero 2022



Uso de un bacteriéfago comercial para la deteccién de dos micobacterias,
Mycobacterium bovis y Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis.
Tesis presentada por Karla Alejandra Garcia Borjas como requisito parcial para
obtener el grado de Maestro en Ciencias Veterinarias, que ha sido aprobada por
el siguiente comité:

Dra. Sawako Oshima
Director de Tesis

Dr. Gerardo Enrique Medina Basulto
Asesor

Dr. Miguel Arturo Cabanillas Gamez
Asesor

Dr. José Carloman Herrera Ramirez
Asesor

Mexicali, Baja California, México Enero 2022



AGRADECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia CONACYT por su apoyo para la

realizacion de esta maestria.

A mi asesora de Tesis, Sawako Oshima por adoptarme y darme la oportunidad

de concluir este posgrado, por los conocimientos y lecciones de vida brindados.

A cada uno de los doctores que aportaron en mi formacion durante mi estancia
en el instituto, en especial al doctor Tomas Benjamin Renteria Evangelista, por
aceptarme como su alumna, es por el que pude ingresar como alumna de este

postgrado.



DEDICATORIA

A mi padre: Que siempre me alent6 a estudiar lo que quise, apoyandome
durante todo momento , por ser el mejor padre del mundo y por cada buen
concejo que me ha dado durante mi vida.

A mi hermana: Por todo el amor que me demuestras,
independientemente de todas las situaciones que hemos pasado, jte amo!

A mi abuelita: Aticonse, que sé que desde el cielo nos cuidas... te quiero
muchisimo y siempre estas en mi corazon.



RESUMEN

La tuberculosis bovina (TB) causada por Mycobacterium bovis y la
paratuberculosis (PTB) producida por Mycobacterium avium subesp.
paratuberculosis (MAP) son enfermedades comunes de rumiantes que generan
un impacto en la salud publica y en la economia la industria ganadera. La prueba
de oro en el diagnéstico de la TB y PTB es la bacteriologia, sin embargo, se
requiere el tiempo prolongado, hasta 2 - 6 meses 0 mas, para obtener resultados.
En este trabajo se implement6 una técnica alternativa para la deteccion rapida
de estas micobacterias utilizando un bacteri6fago litico comercial (Actiphage®).
Se detectd M.bovis solo en la muestra control positivo y hasta la fecha ninguna
muestra de sangre de bovinos lecheros reactores (N=59) resulté positivo. No se
logro estandarizar el protocolo para la deteccion del MAP en leche, por posibles
pérdidas de la micobacteria indicador (M. smegmatis) y/o el fago activo, por lo
gue se buscé desarrollar la técnica convencional del PCR modificando los
métodos anteriormente publicados. La leche del estanque del establo del ICV
fue libre del ADN del MAP, mientras una muestra de leche comercial resultd
positiva. La técnica del PCR servira para evaluar el nivel de antigeno del MAP en
productos lacteos, y asi evitar el riesgo de enfermedades inmunomoduladores
como la Enfermedad de Crohn. Aunque el uso del fago litico pudiera ser una
herramienta ante mortem para confirmar la septicemia de TB y PTB, se sugiere

usar en combinacién con otras pruebas para complementar el diagnéstico.

Palabras claves: micobacterias, MAP, bacteri6fagos, PCR



ABSTRACT

Bovine tuberculosis (TB) caused by Mycobacterium bovis and
paratuberculosis (PTB) caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) are common ruminant diseases that have an impact on public health and
the economy of the livestock industry. The gold standard in the diagnosis of TB
and PTB is bacteriology, however, it takes a long time, up to 2 - 6 months or more,
to obtain results. In this work, an alternative technique was implemented for the
rapid detection of these mycobacteria using a commercial lytic bacteriophage
(Actiphage®). M. bovis was detected only in the positive control sample and to
date no blood sample from reactive dairy cattle (N = 59) was positive. It was not
possible to standardize the protocol for the detection of MAP in milk, due to
possible losses of the indicator mycobacterium (M. smegmatis) and / or the active
phage, we developed the conventional PCR technique by modifying the published
methods. Milk from the [ICV barn pond was free of MAP DNA, while a commercial
milk sample was positive. The PCR technique could be used to evaluate the MAP
antigen level in dairy products, and thus avoid the risk of immunomodulatory
diseases such as Crohn's disease. Although the use of Iytic phage could be a
ante-mortem tool to confirm TB and PTB septicemia, it should be used in

combination with other tests to complement the diagnosis.

Keywords: mycobacteria, MAP, bacteriophage, PCR
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INTRODUCCION

El género Mycobacterium comprende de un grupo heterogéneo de
distintas bacterias: saprofitas, oportunistas y patéogenos especificos para
humanos y animales (Wayne y Kubica.,1986). Este género suele ser dividido en
dos grupos principales en funciéon de su tasa de crecimiento, un grupo incluye
especies de crecimiento lento, como las especies patdégenas conocidas de
Mycobacterium bovis causante de la tuberculosis bovina y Mycobacterium avium
subesp. paratuberculosis, responsable de la paratuberculosis bovina. El segundo
grupo incluye especies de crecimiento rapido como Mycobacterium smegmatis
gue son bacterias oportunistas no patdégenas (Forrellad et al., 2013). En México
en el ganado lechero la tuberculosis bovina tiene una prevalencia entre 0.1 y
14.2% (SENASICA,2016), mientras que la paratuberculosis presenta una
prevalencia del 16% (SENASICA,2014). La prueba oficial para la deteccion de
tuberculosis ante mortem en bovinos es la La prueba cutanea, que posee una
sensibilidad del 80% y una especificidad del 89%.

Estos datos conllevan al sacrificio y decomiso de animales falsos positivos,
ademas de mantener animales positivos que seguiran propagando esta
enfermedad dentro del hato, lo que en consecuencia genera altas pérdidas
econdmicas a los productores.

Por lo antes expuesto, el objetivo de este trabajo fue detectar
Mycobacterium bovis y Mycobacterium avium subesp. paratubertulosis en

muestras de leche y sangre bovina mediante un bacteriofago comercial.



HIPOTESIS

Tomando en cuenta las caracteristicas bactericidas del micobacteriofago
comercial y su combinacién in vitro con M. smegmatis, se detectara
Mycobacterium bovis y Mycobacterium avium subesp. paratubertulosis en

muestras de leche y sangre bovina.



REVISION DE LITERATURA

Esta revisién incluye aspectos relacionados con la clasificacion, métodos
de diagndstico y enfermedad que producen las distintas micobacterias, asi como
el uso de micobacteriofago como alternativa de diagnadstico.

Las primeras micobacterias descritas fueron denominadas por Hansen en
1880 y por Koch en 1882 como bacilo de lepra (Bacilus leprae) y bacilo
tuberculoso (Bacterium tuberculosis), sin embargo, fueron clasificadas dentro del
género Mycobacterium hasta 1896, siendo renombradas como Mycobacterium
tuberculosis y Mycobacterium leprae (Lehman y Neuman, 1896). El género
Mycobacterium comprende de un grupo heterogéneo de distintas bacterias:
saprofitas, oportunistas y patdogenos especificos para humanos y animales

(Wayne y Kubica.,1986).

Clasificacion de las micobacterias

Existen diversas clasificaciones para el género Mycobacterium de acuerdo
a sus caracteristicas de crecimiento y pigmentacion, patogenicidad, bioquimicas,
y moleculares (Runyon., 1959, Shinnick et al., 1994, Wayne et al., 1996, Rastogi
et al., 2001). El sistema de clasificacion vigente es el denominado Runyon de
1959, (Figura 1), puesto que tiene una concordancia con los modelos genotipicos,
gue clasifica a las micobacterias en cuatro grupos de acuerdo a su velocidad de
crecimiento, morfologia de colonias y su pigmentacion, conforme a su velocidad
de crecimiento las micobacterias se clasifican en 2 sub grupos: crecimiento lento
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aquellas que tardan mas de 7 dias en producir colonias visibles en medio sélido,
gue incluyen 3 grupos de la clasificacién por pigmentacién: grupo |. pigmento
fotocromogeno (pigmento producido solo en presencia de luz), Il. Escoto
cromogenas (pigmento en ausencia de luz) y lll no cromégenas (sin produccion
de pigmento), y crecimiento rapido (aquellas que requieren menos de 7 dias en
producir colonias en un medio solido) y de acuerdo a su pigmentacién son

clasificadas en el grupo 1V (Young., 2008, Adekambi y Drancourt., 2004).



Especies de micobacterias

Grupo |
Fotocromagenas

pigmento amarillo con

Grupo ll
Escotocromogenas

pigmento amarillo-

Grupo Il
No cromégenas

sin produccion de

luz naranja pigmento
Mycobacterium asiaticum, Mycobacterium flavescens, | Mycobacterium avium,
Mycobacterium kansasi, Mycobacterium gordonae, Mycob_acter;r’um awvium i
Mycobacterium marinum, Mycobacterium scrofulaceum, subespecie paratuberculosis,
Mycobactetium simiae. Mycobacterium szulgai. | Mycobacterium gastri,

Mycobacterium hasmophiium,
Mycobacterium intracellulare,

Mycobacterium malmoenses,
Mycobacterium terrae,
Mycobacterium triviale,
Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium ulcerans,
Mycobacterium xenopi.

| Velocidad de crecimiento

‘ Crecimiento lento >7 dias

Grupo IV
No cromdgenas
|

sin produccion de
pigmento

|
Mycobacterium abscessus,
Mycobacterium chelonas,
Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium goodii,
Mycobacterium immunogenun,
Mycobacterium mucogenicum,
Mycobacterium peregrinum,
Mycobacterium senegalense,
Mycobacterium septicum,
Mycobacterium smegmatis,
Mycobacterium wolinskyi.

Velocidad de crecimiento

Crecimiento rapido < 7 dias

Figura 1. Principales grupos de micobacterias agrupadas segun el criterio de la

produccion de pigmento y velocidad de crecimiento (Runyon y col. 1959).



Ademas, existe otra clasificacion basada en la salud publica y medicina
veterinaria, dividida en 2 grandes grupos: el de mayor interés es el complejo de
M. tuberculosis (MTC) ya que son las causantes de tuberculosis en humanos y
animales al cual pertenecen M. tuberculosis, M. bovis, M. bovis BCG, M.
africanum, M. microti y M. caprae. (Stahl et al., 1990, Shinnick et al., 1994) el
segundo grupo son las micobacterias no tuberculosas, atipicas o ambientales
(MNT O MOTT) donde Mycobacterium fortuitum, M. chelonae/abscessus y M.
smegmatis han adquirido mas relevancia, debido a su capacidad de producir
infecciones para ambas especies (Freudenberger et al., 2006, Tortoli 2003, Malik
et al., 2004) aislandose frecuentemente en pacientes inmunodeprimidos
(Falkinham 111 1996), en infecciones cutaneas, heridas post traumaticas y post

operatorias (Rastogi et al., 2001).

Para la clasificacion taxonomica se emplea la secuenciacion del gen de
ARN ribosémal 16s., El cual posee 1500 nucledtidos aproximadamente
(Bercovier et al., 1986). Este gen cuenta con diferentes regiones altamente
conservadas y 2 regiones hipervariables (A, B) entre las distintas micobacterias.
Para su identificacibn se emplea cominmente la secuenciacion de la
region hipervariable A, y a manera confirmatoria se puede utilizar la secuencia B.

(Bercovier et al., 1986, Boddinghaus et al., 1990, Kirschner et al., 1993).

Tortoli en el 2003 realizo un andlisis de todas las secuencias del gen 16s
creando un arbol filogenético donde clasifica alrededor de 100 especies en 5

grupos (sqv., secuevar; TTRG, termo tolerantes de crecimiento rapido; RG, de
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crecimiento rapido, MSR, relacionados con M. simiae, SG, de crecimiento lento).
Asimismo, existen otras regiones de interés en cuanto a la clasificacion
taxondmica, tal es el caso del gen hsP65 (heat shock protein) conservado entre
las diversas mycobacterias, el gen superoxido dismutasa entre otras (Tortoli,

2003).

Las principales micobacterias estudiadas son: M.bovis y MAP., esto
debido a que con llevan grandes pérdidas econdémicas. Puesto que afectan tanto
al ser humano como a los animales. M.bovis es una bacteria no formadora de
esporas, aerobia con una longitud de 1 a 10 um y una anchura de 0.2 a 0.6 um,
es un organismo facultativo intracelular con un tiempo de replicacion de 15 a 20
horas (Rivera y Giménez, 2010). Al ser esta la micobacteria la causante de la
tuberculosis bovina, Se considera que M. bovis es el agente causal mas
importante para el ganado bovino (Achay Szyfres, 1989). Sin embargo tiene una
amplia gama de hospedadores (caprinos, porcinos, equinos, aves, animales
silvestres y seres humanos). En temperaturas entre 12°C - 24°C puede sobrevivir

en el ambiente de 18 a 332 dias (Verma et al., 2014).

Mientras que MAP es un bacilo acido alcohol resistente inmoévil de 1-2 ym
de longitud y hasta 0,5 ym de ancho, causante de la enfermedad de Johne,
clasificada como micobacteria de crecimiento lento, puesto que cultivadas in vitro
requiere de 8-16 semanas para la formacion de colonias mismas que tienden a
agruparse en grumos y se caracterizan por ser rugosas y ho pigmentadas en
medios sintéticos y a base de huevo, (Juste etal., 1991; Thoen et al., 1979). Para

gue una bacteria se multiplique dentro de las células del huésped requiere



condiciones metabdlicas especificas, una de ellas es la presencia de hierro,
elemento esencial para la sintesis de ADN y el transporte de electrones. Mismo
gue no es un elemento que esté disponible libremente, para su obtencién las
bacterias producen hemoforos y receptores en la superficie celular para la

captura de hemoproteinas (Krewulak y Vogel., 2008

Tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina (Tb) es una enfermedad crénica debido a que este
bacilo es resistente a la fagocitosis, en consecuencia, una vez dentro del
organismo permanece por un largo tiempo. M. bovis se caracteriza por la
formacion de granulomas nodulares caseosos, donde los pulmones y ganglios
linfaticos son los principales 6rganos afectados (Lopez et al., 2006). Se encuentra
entre las enfermedades mas relevantes del mundo, debido a su importancia
economicay de salud publica por ser una enfermedad zoonotica (Sanchez et al.,
2002). Existen diversas vias de trasmision de esta enfermedad, la mas comun
entre los animales es via aérea (95 %) al excretar bacilos mediante secreciones
respiratorias y ser inhalados por animales sanos, diseminando asi la infeccion.
Ademas existen otras vias de transmision como la congénita, genital, cutanea y
digestiva, donde esta ultima tiene relevancia en los terneros puesto que el 2 %
de las vacas infectadas eliminan este bacilo por medio de la leche; el grado de
infeccién de M. bovis depende del nUmero de bacilos excretados y del tiempo de
exposicion. Los principales medios de cultivo son Lowenstein-Jensen con base

de huevo y el medio de Stonebrink a diferencia de las otras micobacterias M.



bovis no crece en medios con glicerol, en su lugar estos medios son adicionados

con piruvato sédico 4% (Sharmay Gupta, 2011).

Mycobacterium bovis en humanos

El agente causal de tuberculosis humana es M. tuberculosis, M. bovis es
la segunda causa de esta enfermedad (Romero et al., 2005). Debido a que
diversos estudios demostraron que el 10% de los casos de tuberculosis son
causadas por este patdgeno (Gibson et al., 2004, Gibson et al., 2006; Milan et al.,
2010). La principal forma de transmision al humano es al ingerir productos lacteos
contaminados y no pasteurizados, sin embargo, también se puede transmitir de
manera a erdégena al manejar o estar en contacto con animales infectados

(Clavijo et al., 2004).

Paratuberculosis o enfermedad de Johne

Mycobacterium avium subsp.paratuberculosis (MAP) es el agente causal
de la enfermedad de Johne o paratuberculosis (Thorel et al., 1990), fue descrita
por primera vez por el profesor Johne y el doctor Frothingham en 1885.
Enfermedad que afecta el tracto intestinal de los rumiantes y animales silvestres,
luego de una larga fase preclinica que va desde los primeros meses de vida hasta
los 3 0 5 afios de edad. Genera enteritis severa con diarrea profusa, baja
produccién de leche, pérdida de peso concluyendo con la muerte del animal

(Chiodini et al., 1985, Pavlick et al., 2000).

En los animales la principal via de transmision de MAP es la oro- fecal
(Sweeney, 1996). Al ingerir la micobacteria mediante el agua, pastos, calostro,
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leche o cualquier alimento que este contaminado por heces de animales
infectados (Kudahl et al., 2008; Lombard, 2011). Uno de los factores mas
importantes para que un animal adquiera y desarrolle la enfermedad es la edad.,
diversos cientificos probaron que los animales jovenes son mas susceptibles que
los adultos, sobre todo en los primeros dias de vida, esto relacionado con la
madurez del sistema inmune y la alta permeabilidad intestinal (Larsen et al., 1975;
Sergeant, 2001; Barkema et al., 2009). Otro factor importante es la cantidad de
ingesta de bacilos de MAP, haciendo mas susceptibles a los animales que
consuman mayor cantidad de MAP a infectarse y entrar a fase clinica (Sweeney
2011). En los humanos el mecanismo de transmision de MAP no esta definido
claramente, diversos autores mencionan que la infeccion es a través de leche
contaminada, puesto que la pasteurizacion no es capaz de destruir las

mycobacterias (Taylor et al.,1981, Stabel et al.,1997, Grant et al., 2003).

Métodos de diagndstico

Las micobacterias se caracterizan por ser bacilos cortos, rectos o
ligeramente curvos de 1-10 um de largo y 0,2-0,6 um de ancho, no formadoras
de esporas, inmaviles, aerobios, con ausencia de capsula y flagelos, emplean
glicerol como fuente de energia y asparagina o glutamato como fuente de

nitrogeno (Goodfellow y Magee., 1998).

La pared celular de las micobacterias esta constituida por una capa interna

y una capa externa rodeando la membrana plasmatica, los lipidos asociados a la
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capa externa son: lipoarabinomanano (LAM), lipomanano, lipidos tioceroles y y
el tidil-nositolmanésido. La capa interna se compone de arabinogalactano,
peptidoglicano que aporta la formay rigidez a la bacteria y de abundantes acidos
grasos de cadena larga 60-90 &tomos de carbono (acidos micdlicos); que
constituyen el complejo denominado peptidoglicano(PG) —arabinogalactano(AG)-
acidos micdlicos(AM) (PG-AG-AM) (Hett y Rubon.,2008). Se pueden observar
mediante la tinciébn de Ziehl Nielsen, una vez tefiidos con fucsina, los acidos
micolicos les proveen resistencia a la decoloracion con alcohol acido, es por ello
gue se les denomina bacterias acido-alcohol resistentes (BAAR) (Rastogi et
al.,2001). (Figura 2). La PG o mureina representa la rigidez manteniendo la forma
de la micobacteria, compuesto por cadenas de péptidos y glicanos de N-
acetilglucosamida y N-acetil muramico (Hett y Rubin., 2008) los AM estan
constituidos por acidos grasos de cadena larga, determinan la permeabilidad de
la pared celular, los PG estan compuestos de arabinano y galactano unidos
covalentemente mediante la unién fostoril-Nacetilglucosaminosil-ramnosil

(Mcneil et al., 1990).

La deteccion de Tb para Mycobacterium bovis, en bovinos se basan en la

prueba cutanea oficial, ademas de las pruebas bacteriolégicas confirmatorias.
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Figura 2. Esquema de pared celular resaltando el complejo peptidoglicano-

arabinogalactano-acidos micdlicos (PG-AG-AM).

A) Membrana plasmatica, B) peptidoglicano C) arabinogalactano D)
lipoarabinomanano con cubierta de manosa, E) proteinas asociadas a plasma
y pared celular F) acidos micdlicos G) moléculas de superficie de glicolipidos

asociada a acidos micélicos (Patrick R. Murray., 2008).
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Prueba cutanea de Tuberculina: Es la prueba oficial, segun la norma NOM
031-ZO0-1995 posee una sensibilidad del 80% y una especificidad del 89%
(Alvarez et al., 2012). Se basa en la aplicacion de 0.1 ml del extracto proteico
purificado (PPD) de M.bovis el resultado de la misma requiere de 72 horas de
espera, si el animal esta infectado tendréa una inflamacion en la piel ocasionada
por la reaccién de hipersensibilidad retardada de la inyeccién. Si la inflamacién
es igual o mayor a 5 mm se le considera una reaccion positiva. Para diferenciar
a los animales que tienen M.bovis y aquellos que estuvieron expuestos a otras
micobacterias; se aplica la prueba de tuberculina doble comparativa. Que
consiste en la aplicacion intradérmica de 0.1ml de M.avium y de M.bovis en

diferentes sitios del cuello y medir su respuesta 72 horas después (OIE.,2009).

ELISA Indirecta: esta prueba mide la union de anticuerpos especificos a un
antigeno (de la Rua-Domenech et al 2006) puede ser util en animales anergicos,
la mayoria de los antigenos utilizados son MPB70 y MPB83 han alcanzado una
sensibilidad y especificidad alrededor del 90% son proteinas derivadas de cepas
de cultivo de M.bovis que son representativas de la fuerte respuesta inmune
mediada por células inducidas por antigenos de las primeras etapas de infeccion

mediada por tuberculosis (Mcnair et al.,2001, Faye et al .,2011).

Prueba de ensayo de Interferén Gamma: es una prueba complementaria de
laboratorio para el diagndstico de tuberculosis, el ensayo se basa en la liberacion
de FN-&- de linfocitos sensibilizados durante un periodo de incubacion de 16 a24
horas con un antigeno especifico de avium y PPD bovino (Alito et al .,2003) los

glébulos blancos de los bovinos que estuvieron en contacto con M.bovis liberan
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una proteina (interferon — gamma) al ser estimulados con tuberculina in vitro, si
esta cantidad sobre pasa cierto nivel, el animal es clasificado como reactor, esta
prueba tiene una sensibilidad del 90% y una especificidad del 96% y es costosa

en comparacién con la prueba de tuberculina (Wards et al.,1995).

Cultivo microbiolégico: Es considerado como prueba de oro para el
diagnéstico de las distintas especies de Mycobacterium. Ya que permite su
aislamiento e identificacion morfolégica de las colonias bacterianas (De la Rua-
Domenech et al., 2006).los medios comunmente utilizados son los medios solidos
como: Lowenstein-Jensen, Stonebrink, Hellold, Coletsos todos ellos a base de
huevo, ademas se utilizan aquellos con base sintética Middlebrook 7H10 o 7H11,
también se puede realizar el cultivo en medio liquido como Middlebrook 7H9,
Sauton, o Proskauer-Beck, Los medios se deben incubar a 37°C de 8 a 12
semanas con ambiente anaerdbico (Smith et al., 2006). Dependiendo de la
micobacteria que se desee aislar estos medios se adicionan con piruvato de sodio
o con glicerol, asi mismo se pueden suplementar con albumina, dextrosa,
catalasa, micobactina, entre otras (Goodfellow et al.,, 1998). Esta ultima es
utilizada como factor de crecimiento en MAP, es una molécula lipidica quelante
del hierro, necesaria para el transporte de este metal al interior de la célula (Juste
et al.,,1991). La micobactina es regulada por el grupo de genes mbta-J, Sin
embargo este gen es mas corto en MAP comparado con otras mycobacterias, lo
gue conlleva a no realizar una codificacion completa del mismo, esto indica que
MAP poseen una produccion atenuada o nula de micobactina, por lo que es

necesario agregarla en el medio de cultivo (Li et al., 2005). No obstante este
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método a pesar de ser la prueba de oro resulta un método de diagnaostico dificil,
por el bajo aislamiento, el tiempo de incubacion, el personal capacitado y la

infraestructura que requiere (Juste et al., 2000).

Diagnostico histopatoldégico:  Macroscopicamente el diagnostico
presuntivo de micobacteriosis puede realizarse si el tejido presenta lesiones
histol6gicas caracteristicas de la enfermedad como nddulos caseosos, células
gigantes multinucleadas, tejido con mineralizacion, es sin embargo al ser
multibacilares estas lesiones es posible que no se detecte la presencia de estos
organismos (Schiller et al., 2010)

Microscopicamente se realiza el método de tincion bacteriologico
utilizado para identificar organismos acido-alcohol resistentes que contengan
grandes cantidades lipidicas en su pared como Mycobacterium, las muestras se
fijan con formol al 10% y se procesan con parafina estandar, se tifien con el
método de hematoxilina y eosina y al microscopio se observan como células rojas

bacilares de 1 micra de longitud (OIE, 2009).

Diagnostico molecular por reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

El PCR dentro de los procesos de diagnadstico, se utiliza para detectar la
presencia de material genético (ADN) de un organismo de interés. Ha sido
ampliamente evaluado para la deteccién del complejo de Mycobacterium, con
diferentes tipos de muestras como: sangre, tejidos, heces y leche (Gwozdz et al.,
1997; Naser et al., 2004, Verrello et al., 2006, Bosshard et al., 2006, Kawaji et al.,

2007, Donaghy et al., 2008). Ademas permite diferenciar las distintas
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micobacterias detectando un blanco especifico, como lo es el gen mtp40
exclusivo de M. tuberculosis, la secuencia de insercion (IS) 1IS6110 para M. bovis
y la IS900 para M. avium subesp. Paratuberculosis (Dvorska et al., 2001, Acosta-
Salinas et al., 2009, Solmaz et al., 2009). El PCR se utiliza para proporcionar
resultados preliminares rapidos; y es eficiente como método de diagndstico
complementario (Collins, 2011). El principal impedimento de este procedimiento
es, la presencia de inhibidores de PCR dentro de las mismas muestras (Eamens
etal., 2007). EI PCR es una herramienta diagnostica especifica pero no definitiva,
debido a que no detecta bacterias viables, esto es importante para la deteccion
de ciertas enfermedades como: paratuberculosis o tuberculosis; mismas que
entonces, requeriran de un cultivo bacteriolégico para demostrar dicha presencia

(Grant et al., 2002).

Alimentos como posible fuente de exposicion a MAP

Debido a la preocupacion que genera la posible relacion entre MAP vy la
enfermedad de Crohn, se ha investigado diferentes productos alimenticios como
posible fuente de transmision. La leche es el producto mas estudiado, ya que
Map ha podido ser cultivada a partir de este, en vacas con paratuberculosis
clinica y subclinica (Giese et al., 2000, Pillai et al., 2002). La contaminacion de la
leche puede surgir, mediante la eliminacién directa del patdgeno en esta, o por
contaminacién con heces., infectadas durante su procesamiento. Se ha calculado
gue la leche de rebafios con enfermedad de Johne puede encontrarse

contaminada con 11.67 + 12.33 UFC / 100 ml (Herman et al., 2006).
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Considerando que la mayor parte de la leche dedicada a consumo humano es
sometida a pasteurizacion con el fin de eliminar patdgenos zoondético como
M.bovis se han desarrollado diversos estudios con el fin de conocer la capacidad
de MAP para mantenerse viable ante este procedimiento, El primer trabajo al
respecto fue el de Millar y sus col. en 1996 quienes analizaron 312 muestras de
leche pasteurizada en reino unido, evaluandolas mediante PCR y cultivo
microbioldgico. Resultando positivas a PCR el 7% y el 4.8% a cultivo. ARos mas
tarde, en California, Minnesota y Wisconsin se detecté un 2.8% de un total de
702 muestras de MAP viable en leche comercial pasteurizada (Ellingson et al.,

2005).

En ese mismo afio en Republica Checa, se analizaron 244 muestras de
leche pasteurizada comercializada en todo el pais. MAP fue detectado en el 1.6%
(4/244). (Ayele et al., 2005). En India, la presencia de MAP fue evaluada en 43
muestras de leche comercializada (16 no pasteurizadas, 27 pasteurizadas)
obteniendo como resultado que el 44% (7/16) de las muestras no pasteurizadas
fueron cultivos positivos y 6% (1/16) fueron positivos para ADN de MAP 1S900.
Mientras que 67% (18/27) de las muestras pasteurizadas, fueron cultivos
positivos para MAP y 33% (9/27) fueron positivos para IS900 (shankaret al., 2009).
Sin embargo, en Australia se analizaron mediante gPCR 180 muestras de leche
pasteurizada en busca de Mycobacterium avium complex, donde el 100% de sus
muestras fueron negativas, ellos concluyen que los resultados pueden deberse a
€l buen control de bioseguridad en su pais o0 que las muestras no contenian una

concentracion detectable de mycobacterias para este método (Shraddha et
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al.,2016). Lo que indica M. avium subsp. Paratuberculosis puede sobrevivir en
ocasiones a tratamientos de pasteurizacion. Pero Es importante diferenciar entre
la deteccidén de ADN, donde solo se puede suponer que la pasteurizacion inactivo
los bacilos., puesto que no se puede diferenciar entre patégenos vivos y muertos.

Mientras tanto la deteccion por cultivo involucra una posible infeccién.

Alternativas de deteccion de micobacterias

Bacteriofagos como Alternativa rapida para la deteccién de

micobacterias

Los bacteriéfagos son virus que estan presentes abundantemente en el
planeta y son enemigos naturales de las bacterias (Loc-Carrillo y Abedon, 2011).
Su genoma puede componerse de ADN, ARN de cadena doble o sencilla, este
material genético es protegido por una cubierta de proteinas denominada capside
(Clark y March, 2006). Han sido administrados por diferentes vias como la oral,
intravenosa e intrapleural, y no existen reportes de complicaciones asociadas a

su uso (Viertel et al., 2014).

Ciclo bioldgico de los fagos

Los fagos, como todos los virus, son parasitos absolutos (Kutter y
Sulakvelidze, 2004). Los fagos solo pueden infectar a bacterias susceptibles que
posean receptores a los que éstos se puedan unir (Azeredo y Sutherland, 2008).
Tales receptores pueden ser: proteinas y lipopolisacaridos de la pared celular,
acidos teicoicos, pili y flagelos (Skurnik y Strauch, 2006).Para que un
bacteriéfago sea considerado virulento tiene que realizar el ciclo litico es decir
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gue termina su ciclo lisando a la bacteria (Azeredo y Sutherland, 2008).Este ciclo
inicia cuando el virus reconoce a los receptores bacterianos, se fija o absorbe los
componentes de la superficie celular bacteriana, esta zona de absorcion varia
segun el tipo de fago, misma que produce un cambio en las proteinas de la placa
basal de la bacteria, algunas tienen actividad enzimética y producen un poro en
la membrana citoplasmatica de la célula bacteriana por donde la vaina del fago
se contrae y su material genético viral ingresa a la célula, mientras que su
envoltura proteica queda en el exterior.

Las enzimas degradan el DNA bacteriano, evitan la sintesis de RNA y
proteinas bacterianas, ademas proporciona ribosomas para la sintesis de
proteinas del fago (Quiroz, 2005). Posteriormente el fago controla a la célula
bacteriana, para que se realice Unicamente la replicacion de su material genético
(Ley de Coss et al., 2013). La forma de replicacion del genoma viral depende del
tipo de material genético (Quiroz, 2005). Este proceso provoca la lisis bacteriana
gue es causada por diferentes enzimas del fago, Ejemplo de estas, son las lisinas
gue digieren el peptidoglucano de la pared celular bacteriana (Hermoso et al.,

2007; Fischetti, 2008).

Estudios que utilizan fagos para deteccion de mycobacterias vivas

David et al. (1980), probaron cepas de referencia de Mycobacterium
smegmatis ATCC607, Mycobacterium tuberculosis H37RB, y aislados de
Mycobacterium leprae, con diferentes bacteriéfagos, con el fin de encontrar uno

gque infectara a todas estas mycobacterias. Dando a conocer el ahora nombrado
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bacteriéfago D29, fago que puede infectar tanto a patégenos de crecimiento lento
(Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae) y como a la cepa de r4pido
crecimiento (Mycobacterium smegmatis).

Stewart et al. (1998) realizaron la prueba de amplificacion de fagos que
se basa en la replicacion exitosa de los mismos; con el fin de indicar la presencia
de bacterias viables dentro de la muestra, finalizando el ensayo con la formacion
de placas en el agar. Primero la muestra sospechosa se mezcla con fagos y se
deja incubar para permitir la infeccion, posteriormente se agrega un virucida para
eliminar todos los fagos que no infectaron células viables, quedando Unicamente
los fagos que estan protegidos dentro de la bacteria; para poder detectar estos
fagos vivos se agrega a la muestra M. smegmatis y se mezcla con agar para
formar un césped y se incuba toda la noche. Una vez lisada la célula blanco libera
fagos que posteriormente forman placas que infectan las células de M.
smegmatis., cada placa representa la presencia de una célula micobacteriana
capaz de ser infectada por el fago en la muestra original, Esta prueba
denominada FASTPlaqueTB se probd en diferentes patbgenos como Samonella
spp., Listeria spp.y Escherichia coli. Técnica que actualmente es ampliamente

utilizada para Mycobacterium tuberculosis.

Stanley et al. (2006) realizaron modificaciones al kit FASTPlaqueTB
(FPTB) con el fin de detectar Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis,
a partir de muestras de leche, los resultados se confirmaron con PCR utilizaron
la cepa de referencia de Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis

(ATCC 19851), y los aislados bovinos de Mycobacterium tuberculosis,
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Mycobacterium smegmatis. Las muestras de estas bacterias fueron tomadas
partir de un medio solido de Lowentein Jensen y re suspendidas en medio
Middlebrook 7H9 medidas a partir de su densidad Optica predijeron
aproximadamente 1 10’ UFC 1 ml, para corroborar que el ensayo detectara
Unicamente bacterias viables., se realiz6 el ensayo con M. avium muerta por calor
subsp. células de paratuberculosis (1 107 UFC ml 1 M. avium subsp.
paratuberculosis ATCC 19851 tratado térmicamente a 100 ° C para 20 min), y no
se formaron placas. Este hallazgo indic6é que el formato y los componentes
actuales del ensayo FPTB eran adecuados para la deteccion de M. avium subsp.
células de paratuberculosis. Resultados confirmados mediante PCR con el gen
multicopia IS900 400pb, encontrado en todas las cepas de Mycobacterium avium
subespecie paratuberculosis, a partir del kit FASTPlaqueTB.

Botsaris et. al en el 2010 detectaron presencia de MAP en tanques de
leche a granel, mediante PCR en tiempo real 63/220(28.6%) y el método que
combina fagos y PCR punto final 50/220(22.2%). trabajo que concluyo con que
este método ayuda a identificar animales positivos en rebafios aparentemente

libres de MAP.

Benjamin et al. (2013), utilizaron el kit FASTplaqueTB combinado con
PCR anidado amplificando 1S900. En 14 muestras de sangre bovina.; 5 de las
muestras fueron de un rebafio libre de paratuberculosis, las 9 restantes fueron
positivas a prueba de ELISA en leche y en sangre, el 100% (9/9) de las muestras
probadas por el kit coinciden con el resultado de Elisa en leche y el 44% (4/9) con

el resultado en sangre. Utilizaron 2 cepas de referencia de vK10y ATCC 196998.
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La cepa de Mycobacterium smegmatis y el bacteriéfago utilizado D29 fueron los
suministrados en el kit FASTPlaqueTB ™. Todos los cultivos de Mycobacterium
avium subespecie paratuberculosis se prepararon usando FASTPlaqueTB ™
benjamin y colaboradores demostraron que la modificacion al kit es capaz de
detectar MAP viva en sangre con un limite de deteccion de 101 bacterias por ml
de sangre

Benjamin et al 2016 desarrollaron una combinaciéon de PCR vy
bacteri6fagos utilizando el kit FASTplaqueTB para detectar células de
Mycobacterium bovis en sangre y evaluar la deteccion de estos en 41 bovinos
positivos a la prueba intradérmica de tuberculina. Para los ensayos se utilizo el
fago D29 y la cepa Mycobacterium smegmatis mc2155, Este ensayo y sus
controles se llevaron a cabo segun las consideraciones del fabricante. Para el
PCR se utilizé Mycobacterium. Bovis BCG empleando la 1S6110, manejando el
protocolo descrito por Eisenach et al (1990) La extraccion de ADN la realizaron a
partir de 5 placas donde se obtenia sin problema la 1S6110, sin embargo, se
probo la extraccion con diferente numero de placas y no se detecto el gen en
cuestion. De las 41 muestras probadas 31 produjeron placas, al realizar el PCR
27/ 31 fueron positivas para IS1610 esto indica que el ADN de la mycobacteria
estaba presente, la combinacién basada en fagos con PCR para la deteccion de
Mycobacterias permite diferencias de bacterias vivas y muertas ya que el fago
solo se replica en células vivas el nimero de placas detectadas es indicativo de
la carga microbiana en la muestra de sangre. El gen IS6110 es especifico para
el complejo de bacterias tuberculosas al que pertenece Mycobacterium bovis lo

gue lo hace util para la deteccién, pero inespecifico (Benjamin et al.,2016).
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Principio del kit actiphage

El kit actiphage se basa en la amplificacion de fagos, utiliza fagos (virus
gue infectan especificamente a las mycobacterias objetivo). Para reflejar la
presencia de mycobacterias viables dentro de una muestra. Las mycobacterias
objetivo se infectan rapidamente por el bacteri6fago especifico objetivo

(actiphage) agregado a la muestra .

La mezcla resultante se trata con una solucion virucida ( virusol) que
causa la destruccion de todos los bacteriéfagos que no han infectado las células
objetivo. Después del tratamiento con la solucién virucida, los unicos
bacteriofagos que quedan son aquellos que estan protegidos dentro de

mycobacterias objetivo viables .

Estos bacteriéfagos contindan replicandose hasta que se liberan nuevos
fagos de progenie a medida que las células se lisan, estos bacteriéfagos de la
progenie se amplifican mediante la introduccion de un huésped de células
mycobacterianas de crecimiento rapido no patdgeno (M.smegmatis), el
bacteriofago experimenta ciclos rapidos de infeccion, replicacion vy lisis que se
ven como areas blancas (placas) en un césped de crecimiento confluente de
M.smegmatis . El nUumero de placas generadas partir de una muestra esta
relacionado con el nimero de células mycobacterianas viables que contienen
bacteriofagos, si no hay bacteria objetivo ( es decir no hay células
mycobacterianas viables) dentro de la muestra original , no habra amplificacion
de fagos y por lo tanto, no habra bacteriéfagos como placas al final del ensayo
(figura 3).
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Figura 3. Fundamentos del protocolo Actiphage®.
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MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

El presente estudio fue realizado en el Instituto de Investigaciones en
Ciencias Veterinaria (IICV) de la Universidad Autbnoma de Baja California

(UABC), campus Mexicali.

Animales

Un total de 59 muestras de sangre de bovinos Holstein reactores de la TB
fueron utilizadas (cortesia del Dr. Tomas Benjamin Renteria Evangelista). 10 mL
de sangre de cada animal fueron colectadas en tubos con heparina por dos
ocasiones en un establo comercial en Chihuahua durante el afio 2019 (N =47) y
2020 (N = 12), inmediatamente enviadas en refrigeracion al ICV-UABC. Una vez
recibidas las muestras fueron almacenadas a 4 ° C hasta el procesamiento dentro

de una semana posterior al muestreo.

Bacterias

Mycobacterium smegmatis (cortesia del Dr. T.B. Renteria Evangelista)
utilizada como la bacteria indicador en todos los procedimientos del Kit

Actiphage® (PBD Biotech. Ltd). Las caracteristicas fisioloégicas del rapido
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crecimiento menos de 24 hr fueron confirmadas en los medios de cultivo en

liqguido cémo LB (Luria-Bertani) y Middlebrook 7H9 enriquecido por OADC.

El cultivo puro de M.bovis fue utilizada como control positivo en la
deteccién de M.bovis en sangre bovino. Para ello la cepa referencia de M.bovis
(ATCC19210) fue cultivada en el caldo Middlebrook 7H9 (Becton Dickinson)
enriguecido por OADC (BD BBL™ Middlebrook OADC Enrichment) al 10%, a 37

°C por dos semanas aproximadamente.

Para la muestra del control positivo en la deteccion de la M. avium subesp.
paratuberculosis (Map), se utilizd6 una cepa referencia del Map (ATCC 19698)
cultivada en medio liquido Middlebrook 7H9 enriquecido por OADC (10 %) vy
micobacina J (Institut Pourquier, Francia) a una concentracion de 2 pg/ml. Se

incubo sin agitacion a 35 °C por 2 meses.

Todas las alicuotas del crecimiento bacterinano en cultivos en liquido
fueron analizadas para verificar su identidad molecular mediante técnicas del
PCR, salvo el caso de M.smegmatis debido a la carencia de cebadores
especificos para la amplificacion exclusiva de segmentos gendmicos de

M.smegmatis.

PCR punto final
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ADN genomico de micobacterias fueron extraidos de las alicuotas del
cultivo en liquido utilizando el kit comercial DNeasy Mini Kit (QIAGEN Inc.) o
mediante la desnaturalizacion de bacterias por calentamiento (Liebana et al.,
1995). La extraccion de ADN gendmico del Map de muestras de leche fue

desarrollado en el presente estudio, modificando los protocolos reportados

Para confirmar la presencia de ADN gendmico de diferentes especies de
micobacterias se  utilizaron  siguientes cebadores: 1S41 (5 @ -
CCTGCGAGCGTAGGG - 3) y 1S43 (5 — TCAGCCGCGTCCACGCCGCCA - 3)
para la amplificacion del segmento IS6110 de M.bovis (Liebana et al., 1995),
MP10-1 (8 - ATGCGCCACGACTTGCAGCCT - 3) y MP11-1 (5-
GGCACGGCTCTTGTTGTAGTCG - 3’) para la amplificacion del segumento
ISO00 del Map (Kawaji et al, 2007), y RPOB-F (5 -
GGCAAGGTCACCCCGAAGGG--3) y RPOB-F 6} -
AGCGGCTCTGGGTGATCATC - 3’) para la amplificacion del gen ARN
polimerasa (rpoB) del grupo de micobacterias no tuberculosas (Adekambi et al.,

2003).

Las reacciones del PCR consistio en 1 x Mezclas maestras para qPCR
SYBR™ Green (Thermo Fisher, Inc.), 40 yuM de cada cebadores y 5 uL de ADN
bacteriano en un volumen final de 25 ul, y se efectuaron en un termociclador
Hybaid TR2 con siguientes ciclos termales. Para el 1S6110, 95°C por 10 min,

seguido por 30 ciclos de 95 °C por 2 min, 68 °C por 2 min y 72 °C por 2 min, con
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una extension extra de 72°C por 10 min (Liebana et al., 1995). Para el 1S900,
inicialmente por 95 °C por 10 min, seguido con 40 ciclos de 95 °C por 30 seg,
68 °C por 1 min (Kawaji et al., 2007). Para el gen rpoB, 95°C por 1 min, seguido
por 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 64 °C por 30 seg y 72 °C por 90 seg, con una

extension extra de 72°C por 5 min (Adekambi et al., 2003).

Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 — 2 % y se visualizaron con tincién por bromuro de etidio a 0.5
Mg/ml bajo el transiluminador de luz ultravioleta (UV) del sistema de foto-
documentacion de la marca UVP, modelo BioDoc-ItTM Imaging System. Se uso
un marcador de peso molecular (100 pb DNA Ladder, GeneRuler) para confirmar
el tamafo de los productos amplificados, 317 pb, 198 pb y 723 pb del IS6110,

IS900 y rpoB, respectivamente.

Deteccion de micobacterias mediante el uso del kit Actifage®

Preparacién de muestras de sangre

Se mezclé 2 mL de sangre con 2 ml de PBS en un tubo de 15 ml de Falcon,
posteriormente se colocé toda la muestra (4 mL) en la capa superior de tubos de
Leucosep® que contiene 3 mL de ficoll. Se centrifugd a 400 rpm por 30 min a 20
°C, sin el freno de la desaceleracion, para recuperar las células mononucleadas
de sangre periféricas (PMBCSs) o la capa “buffy coat” en inglés. Se mezclé 1 mL

de PMBCs con 6 ml de PBS, y se centrifug6 de nuevo a 100 rpm por 10 min, para
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recuperar el sedimento del PBMCs. Posteriormente se afiadié 0.1 mL del Medio

Actiphage® Plus al pellet para alisar el PBMC y hacer el material acelular.

Controles

Para el cntrol negativo, solo se utilizd 1 mL del Medio Actipahge® Plus sin
muestras de sangre. Para los controles positivos se utilizé el alicuota del M.bovis

lavado por PBS, o diluciones en serie de M.smegmatis.

Lisis de micobacterias por Actiphage®

Al afladir 1 mL del Medio Actiphage® Plus en muestras y controles antes
mencionado se inicid el proceso de la lisis de posible micobacterias en las
muestras mediante el Actiphage®. Para asegurar la lisis se incubaron las
muestras a 37 °C por 1 hr. Posteriormente se le agrego 0.1 mL de la solucién
Virusol, invirtiétndose cuidadosamente el tubo para que la solucion Virusol entre
en contacto con todas las superficies del recipiente. Dejar a reposar el recipiente
por 5 min a la temperatura ambiente (20-25°C), se le agregé 5 mL del Medium

Actiphage y se invirtid nuevamente.

Prueba en agar blando
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Se le agregd 1 mL de la alicuota del cultivo de M. smegmatis (108 cfu/ml) . Se
mezcld las muestras con un agar previamente calentada a 55 °C y se plaqued la
totalidad en placas de Petri estéril, cubriéndose toda la superficie interior. Una
vez solidificada el agar en aproximadamente 30 min, se colocaron las placas en
una incubadora a 37 °C durante 18-24 horas para observar las presencias de

calvas.

Analisis de resultados

Anotaron el nimero de calvas obtenidas. Debidd a que no se observo ninguna
calva en las muestras ni controles no se continué con la parte del analisis
posterior de calvas mediante el PCR, para confirmar la especie bacteriana lisada

por Actiphage®.

El nuevo protocolo “Test de Sangre Rapido” del kit Actiphage®

Al no poder verificar resultados de muestras de control, se consultd con la
fabricante del kit comercial, quienes nos sugirieron probar la prueba con un
protocolo nuevo recientemente desarrollado por ellos (anexo el protocolo en
inglés). El nuevo protocolo consiste en realizar solo la verificaciéon por PCR de
muestras lisadas por el Actiphage®, omitiendo la totalidad del paso de la

visualizacion de las calvas mediante M. smegmatis.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Protocolo Actiphage® para muestras de sangre

Los resultados de la prueba actiphage® con el protocolo original se leen
en cajas de Petri identificando niumero de calvas (zonas de limpieza) en una cama
de M.smegmatis, la cual debe aparecer uniformemente opaco y de color blanco
cremoso. Al detectar las muestras infectadas por M.bovis, apareceran calvas en
la cama de M. smegmatis como zonas transparentes y circulares de
aproximadamente 1-4mm de diametro, separadas o fusionadas dependiendo de
la carga bacteriana original, y un maximo aproximada de 300 calvas en caso de

la lisis confluente o completa de la placa.

Con las muestras de sangre de bovinos lechero del afio 2019 (N =47) no se logro
observar ninguna calva incluyendo muestras de tipo control, basicamente por mal
manejo de placas posterior al Gltimo paso del procedimiento que fue el plaqueo
en caja Petri. Es decir, no se pudo interpretar los resultados. De acuerdo a las
instrucciones del kit las cajas del control negativo y positivo, para la interpretacion
correcta de los resultados, los controles positivos y negativo deben de estar

dentro de los siguientes limites especificado:

Control negativo: 0 -10 calvas

Control positivo: > 20 calvas
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Es importante destacar que el del control negativo del kit de Actiphage® puede
resultar hasta 10 calvas en caja, lo que pudiera dificultar en la deteccion sangre
con baja nivel de presencia de M.bovis que pudiera resultar con alrededor de 10
calvas. La razon por el cual el control negativo resulta con calvas visibles es
basicamente la eliminaciébn incompleta de M. smegmatis durante el
procedimiento. La la presencia de M. smegmatis residual generan calvas
indistintas a calvas provenientes de la lisis de M. bovis. Por lo tanto, el fabricante
del kit recomienda siempre proceder con la identificacion molecular por PCR
cuando se visualizan algunas calvas en el resultado. Esto se considera una
limitacion grande del diagndstico mediante el Actiphage, particularmente se
dificulta el diagndstico en animales coinfectados por multiples micobacterias por

ejemplo M. bovis y otra micobacteria ambiental como el Map.

En el segundo intento del andlisis de muestras de sangre (N=12), solo se empled
el nuevo protocolo del kit Actiphage® recientemente desarrollado por el
fabricante (Anexo), omitiendo la parte laboriosa de la visualizacion de calvas, y
solo se realizo la lisis y posterior confirmaciéon por PCR. Mismos autores
discutieron que el método original del Actiphage® es laborioso pasos de
transferencias del PMBCs y muestras lisadas, que podria ocasionar la perdida de

muestras (Swift, et al. 2016).
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Figura 4. Resultados del Rapid Blood Test del Actiphage®

Se empled el protocolo nuevo “rapido” de la prueba de Actiphage® para
muestras de sangre de bovinos lecheros de un establo comercial de
Chihuahua. La foto muestra el resultado del PCR al final del Test en un
gel de agarosa al 2%. C1; control positivo, C2; control negativo, C3;
marcadores de pesos de ADN, C4-13;10 muestras clinica de total de 12
muestras procesadas. Solo en el carril del control positivo demuestra un
producto de 317 pb del segmento 1S6110 del M.bovis, debidamente lisado

por el fago.
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En la Figura 4 demuestra el resultado del electroforesis donde visualiza los
productos del PCR obtenido del protocolo rapido (Rapid Blood Test) del
Actiphage®. Se observa que el control negativo no resulté la amplificacion y el
control positivo resulté con el producto especifico del 1S6110 amplificado por
M.bovis debidamente lisado en la prueba. Las otras muestras de sangre fueron
negativas (Figura 4, datos no mostrados). Debido que el establo comercial no
nos compartié otros tipos de muestras clinicas, historial clinica, ni informacion
general de estos animales, no es posible interpretar resultados mas al fondo.
Solo cabe enfatizar que la prueba del fago solo detecta la presencia de la bacteria
viva, por lo que animales reactores de la TB sin estado patologico de septicemia

no saldran positivo a la prueba.

Para emplear una prueba de Actiphage® se prepararon dos tipos de
muestras de leche, uno del tambo del establo del 1ICV y otro comercial y se
inocularon con el Map (10® CFU). Se desarroll6 un protocolo de la extracciéon de
ADN de estas muestras de leche, para poder obtener informacion
complementaria de muestras de leche en futuro estudio sistematico de leche
comercial. La Figura 5. demuestra resultados del PCR (PCR directo de muestras,
sin  Actiphage®). Todas las muestras del tipo control resultaron
satisfactoriamente, indicando que el protocolo fue debidamente estandarizada

para poder analizar la presencia de ADN del Map en muestras de leche.
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Figura 5. Resultados de la deteccion del ADN del Map en leche.

Se desarrollo un protocolo de la extraccion de ADN para la deteccion del Map en
leche, modificando a protocolos de la literatura. C1 y C3; leche en tambo del
establo del IICV, C2 y C4: leche comercial, C5; Marcadores del peso de ADN,
C6; Map ATCC 19698 (ADN), C7; control negativo (sin ADN). C3 y C4; control
posigito (leche inoculada con Map a 108 CFU). Muestras positivas resultaron con

una sola banda de 198 pb del 1S900.
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El establo lechero del IICV actualmente esta libre de la TB y la PTB, por lo que el
resultado negativo del Map en el PCR directo de la leche es concordante (Figura
5). Ante la positividad de ADN del Map en una muestra de leche comercial se
procedio la prueba del Actiphage® con el protocolo original ya que no existe un
protocolo rapido modificado por el fabricante del kit para muestras de leche. El
resultado del plaqueo, de nuevo, no fue interpretable, no se pudo determinar que
se presenté el Map viva en la lecha comercial en cuestion (datos no demostrados),
ya que no hubo ninguna calva en muestra ni en controles. Se realiz6 una prueba
de gota, para verificar la actividad litica del Antiphage® y no se pudo confirmar la
actividad litica contra M.smegmatis (datos no demostrados), por lo que se
sospecho de la caducidad del fago y/o posible contaminacion en las muestras de
M.smegmatis. Es lamentable aclarar que no se ha podido tener acceso al
laboratorio en la gran mayoria del periodo del presente estudio debido a la

contingencia sanitaria por motivo de la prevenciéon del COVID-19.

La realizacion de la prueba del Actiphage® requiere personales de
laboratorio altamente capacitadas y el resultado de la prueba depende de la
cantidad y calidad de las muestras recolectadas, su almacenamiento antes del
procesamiento y la cantidad de organismos vivos presentes. Por ejemplo, como
anteriormente discutido (en la pagina 32), muestras con la baja carga bacteriana
0 con micobacterias agrupadas, o incluso limitacion por equipamiento de
centrifugacion o falta de técnicas personales que impide sedimentar células
PMBCs viables adecuadamente, pueden afectar en la sensibilidad de la prueba

por nameros de calvas inferior al limite del control negativo. Otra limitacion de la
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prueba es que no se ha desarrollado el protocolo para muestras de tejidos ni para
la secrecién nasal. Este momento solo protocolos para sangre y leche son
disponibles. Al respecto a la especificidad de la prueba, hay que acordar que el
Actiphage® es capaz infectar y lisar a multiples especies de micobacterias
patdgenas incluyendo el complejo de tuberculosis como M. tuberculosis, M. bovis
M. africanum M. microti, y micobacterias no tuberculosas incluyendo el complejo
de M. avium al que pertenece el Map. La identificacion molecular de la especie
de micobacteria es muy importante en las muestras positivas a Actipahge®,

requiriendo el tiempo y costo extra para la complecion del analisis.

La prueba de Actiphage® tampoco debe utilizarse como Unica prueba
confirmatoria de la micobacteriosis, sino que el resultado se debe interpretarse
en relacion con otra informacioén clinica, diversos métodos de diagndstico ante
mortem y post mortem de la TB. Sin duda, en un establecimiento donde se busca
acelerar el proceso de erradicacion de la TB, la prueba basada al uso del
Antiphage® sera una hcomplementaria ideal a la prueba oficial intradérmica para
identificar oportunamente animales con la septicemia y/o anérgico y cortar la

cadena de transmision dentro del hato.
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CONCLUSIONES

El protocolo original del kit de Actiphage ® no nos permitié confirmar
presencia del M. bovis viva en sangre bovino, tampoco se pudo confirmar Map

viva en leche. Falta continuar mas experimentos para estandarizar la técnica.

El protocolo nuevo de la prueba rapida del sangre con Actiphage® en
demostré su efectividad en la deteccion de M. bovis viva en muestras control
positivo, lo que indica que este fago comercial proporciona una herramienta a
alternativa a la bacteriologia para poder complementar diagnéstico de la TB o

para estudios patologia ante mortem.

Se requiere continuar la estandarizar del protocolo de la prueba de
Actiphage® especialmente a muestras de leche, debido a preocupaciones
recientes sobre la contaminacion de antigenos de Map y Map viva en productos
lacteos. En el presente estudio se logré estandarizar el procedimiento de la
extraccion de ADN del Map por lo que se espera iniciar un estudio sistematico

de la deteccién de ADN del Map en leche comercial.
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ANEXO. Instrucciones de uso del kit Actiphage®

®PBD

BIOTECH

Instructions for Use

Actiphage® Rapid Blood Test

A rapid bacteriophage assay for the detection of mycobacteria in blood samples.

For research use only

50 Determinations [li] Actiphage® Rapid Catalogue No. K100501

PBD Biotech Ltd., Elm Farm Park, Great Green, Thurston, Suffolk, IP31 35H, UK.
Tel: +44 (0] 1359 231856 Emall: info@pbdbio.com
www.pbdbio.com
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®PBD

BIOTECH
1 INTENDED USE

PBD Biotech's Actiphage® Rapid test is a rapid bacteriophage assay developed for the
determination of mycobacteria in blood.

2 PRINCIPLE OF Actiphage” Rapid

Actiphage® Rapid is a rapid bacteriophage assay for the detection of mycobacteria in blood.
The sample is prepared, loaded into our optimised sample tube and is then mixed with a
viable lysis reagent (Actiphage®). If any target mycobacterial cells are present, they will be
rapidly infected by the mycobacteria-specific bacteriophage added to the specimen. The
phage replicates inside the mycobacterial cell until new progeny phage are released as the
cells break open. Following centrifugation, the genetic material released from the viable
mycobacterial cells following this lysis step is collected and purified. Finally, the identity of
the mycobacteria is determined by conventional DNA analyses, such as PCR.

3 PRODUCT CONTENTS

Each kit contains sufficient materials for 50 determinations. The shelf life of each
component is indicated on the respective label. The kit must be stored at +2 °C- 8 °C.

3.1 ITEMS PROVIDED

2 x Actiphage® Medium sachets

2 x Actiphage® Growth Supplement vials
5 x lyophilised Actiphage® vials

50 x Rapid Tubes

1 x Instructions for use

3.2 ITEMS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

3.2.1 Reagents

e Purified water (distilled, or reverse osmosis water)
Sterile phosphate buffered saline (PBS) (for isolation of PBMCs)
Ficoll-Paque plus (for isolation of PBMCs)

N.B. Ficoll-Paque pius is manufactured by GE Healthcare and is ovailoble as o 6 x 100 m!
pack (17-1440-02) or as a 6 x 500 ml pack {17-1440-03). Alternative suppliers are Sigma

Aldrich (6 x 100 ml pack, product code GE17-1440-02; 6 x 500 ml pack, product code 17-

1440-03) and Fisher Scientific (6 x 100 mi pack, product code 11768538; 6 x 500 ml pack,
product code 11778538)
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®PBD

BIOTECH

3.2.2 Accessories and Equipment

General Equipment

& & & &

L4

Microbioclogy labaratory consistent with local regulations for use with BS level 2
pathogens

Refrigerator (+2 - 8 °C)

37 *Cincubator

55 °C incubator or waterbath

Class Il Biosafety cabinet (or containment facilities compliant with local regulations
for potentially infectious agents)

Autoclave capable of reaching 121 °C (15 psi)

Pipettes to accurately dispense 1.1 mil, 1 ml and 0.1 mil

Centrifuge rotor suitable for 15 ml conical tubes and swing out rotor capable of
generating at least 2,000 x g. NB: somples must only be centrifuged in rotors with
biocontainment lids.

Microcentrifuge suitable for 2 ml microcentrifuge tubes and capable of generating at
least 13,000 x g

General Disposables

& & &

& & & & & @&

3.3

Autoclavable containers for discard of waste [various sizes)

Disposable gloves

Sterile disposable 1.5 ml microcentrifuge tubes capable of withstanding at least
13,000 x g

Sterile pipette tips (filter tips recommended)

10 ml graduated pipettes

Leucosep Tubes (for optimal separation of PBMCs)

Sterile 15 ml conical polypropylene screw cap centrifuge tubes

Suitable mycobactericidal disinfectant

Sterile culture vessels (for preparation of assay control cultures)

STORAGE, RECONSTITUTION, SHELF-LIFE AND RE-USE OF KIT

COMPONENTS

Prior to use, the test kit and components should be stored at +2 °C - 8 "C. The components
should not be used beyond the date shown on the respective label. In order to ensure
optimal kit performance, it is important that all kit components are reconstituted as
directed below and that any unused kit components are stored according to the following
instructions.
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3.3.1 Actiphage® Medium base

To carry out the assay, two different concentrations (1x and 2x) of Actiphage® Medium base
are reguired. (2x) Actiphage® Medium base, is used during the sample preparation process
(see section 3.4, step 12) and to prepare (1x) Actiphage™ Medium base.

To prepare (2x) Actiphage® Medium base, in a suitable autoclavable container, mix the
contents of one Actiphage® Medium base sachet (2.35 g) with 225 ml purified water. Gently
mix to dissolve and autoclave at 121 °C for 10 min.

Once reconstituted and autoclaved the (2x) Actiphage® Medium base can be stored for up
to 4 weeks at room temperature (+18 — 25 °C) before use (see 3.3.2). Actiphage™ Medium
base should not be used if there are any visuzal signs of contamination (turbidity).

To prepare (1x) Actiphage® Medium base, dilute the 2x stock solution 1:1 using sterile
purified water as required.

3.3.2 Addition of Actiphage™ Growth Supplement to 1x Actiphage®
Medium base to make Actiphage” Medium Plus

Actiphage® Growth Supplement is NOT added directly to (2x) Actiphage® Medium base.

Actiphage® Growth Supplement 15 added at a 1:10 dilution ratio to (1x) Actiphage™ Medium
base to produce Actiphage® Medium Plus. Ensure the (1x) Actiphage® Medium base is at
room temperature (+18 — 25 °C) before addition of Actiphage® Growth Supplement.

Each 25 mil bottle of Actiphage® Growth Supplement is sufficient to prepare 250 mil
Actiphage®™ Medium Plus.

Actiphage® Medium Plus is used to reconstitute Actiphage® Reagent (see 3.3.3) and to grow
and dilute the liquid culture of target Mycobacterium used as a positive control (see 3.5.1).
Actiphage® Medium Plus can be stored for up to 4 weeks at +2 - 8°C before use (but no
longer than the expiry date). Actiphage® Medium Plus should not be used if there are any
visual signs of contamination (turbidity].

3.3.3 Actiphage” Reagent

Actiphage® Reagent is prepared by adding 1.1 ml of Actiphage® Medium Plus to the
Actiphage® vial and mixzing gently to re-hydrate the freeze dried mycobacteriophage. One
bottle of Actiphage® is sufficient for 10 tests. Reconstituted Actiphage®™ Reagent may be
stored for up to 7 days if kept at +2 - & °C (but no longer than the expiry date of [1x)
Actiphage® Medium base). Mix well prior to use.
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3.3.4 Rapid Tubes

Rapid Tubes supplied with the kit are for single use only. The kit contains sufficient Rapid
Tubes for the number of determinations. Only the tubes supplied with the kit should be
used for the assay procedure.

3.4 BLOOD SAMPLE PREPARATION: Isolation of PBEMCs

Blood samples to be collected using sodium heparin as the anticoagulant (minimum
recommended volume is 10 mil).

We recommend that blood samples from animals suspected to have infection are handled
in a class Il biosafety cabinet or as compliant with local regulations for handling potentially
infectious agents.

If the blood specimens are to be stored prior to testing, they should be kept at room
temperature (+18 — 25 *C) for no longer than 2 days. Refrigerated storage is NOT
recommended. Longer storage of samples is likely to result in a failure to achieve good
recovery of PBMCs (buffy coat).

1} Prepare the Leucosep tubes by filling with 3 ml of Ficoll and centrifuging at 1,000 x g
for 3 min at room temperature (+18 — 25 °C); add 2.5 ml of PBS to each Leucosep

tube and store at room temperature protected from light until ready for use.

2) Ensure the blood sample is homogenous by inverting the sample a few times to
ensure good mixing.

3} Gently mix 2 ml of blood with the 2.5 ml of PBS preloaded into the Leucosep tube.

4} Centrifuge in a swing out rotor at 800 x g for 15 min at room temperature (+18 — 25
“C}) with no brake in deceleration phase.

N.B. f any leakage is detected after centrifugation, the outside of the Leucosep tube
should be decontaminated using o suitable disinfectant before further handling.

5) The PBMC layer should be visible above the frit in the Leucosep tube, below the bulk
layer of plasma.

6) Using a 10 ml pipette or by aspirating, remove plasma layer to a discard container
for autoclaving.

7] Using a 1 ml pipette, harvest the buffy coat [PEMCs) and transfer to a Falcon tube
prefilled with & ml of sterile PBS (wash step).

N.B., horvesting of some of the plosma layer under the buffy coat but abave the frit
ot this paint will not affect the assay.
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8) The PBMCs are recovered by centrifuging each Falcon tube at 200 x g for 10 min,
with brake in deceleration phase.

9) Remove the supernatant and transfer to a discard container for autoclaving.

N.B., It is important to drain the pellet well so that the residual volume of PBS in the
tube is os small as possible.

10) Resuspend the pellet in 0.6 ml sterile water and incubate for 20 min to lyse PBMCs
and release intracellular bacteria.

11) Transfer samples to a sterile disposable 1.5 ml microcentrifuge tube.

12) To each sample add 0.75 ml (2x) Actiphage® Medium base and 0.15 ml Actiphage®
Growth Supplement.

N.B.: at this stage samples can be stored overnight at room temperature (+18 —25
°C).

If blood samples have experienced any low temperatures during tronsport, this stage
is recommended.

13) Centrifuge samples at 13,000 x g for 3 min to recover the Mycobacteria.

14) Discard the supernatant into a suitable discard container for autoclaving and
resuspend the pellet in 110 pl of Actiphage® Reagent.

NB: If pellets ore difficult to resuspend ot this stoge due to large amounts of
eukaryotic cell debris, the samples can be left in the disposable 1.5 m!
microcentrifuge tube for incubation (see section 3.5.2).

15) The Actiphage® Rapid assay incubation time starts when these samples are
transferred to a 37 °C incubator (see section 3.5.2).
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a5

Actiphage® Rapid PROCEDURE

3.5.1 Preparation of Controls

A Megative and Positive control must be performed on every occasion the Actiphage® Rapid
assay is carried out. The controls will be prepared at the point of assay and require no pre-
processing steps.

L]

Negative Control: Dispense 110 ul of Actiphage®™ Reagent into a Rapid Tube labelled
“Megative control”.

Positive Control: The positive control sample should contaln approximately 107 cells.
If mycobacterial culture density is too high, this can be diluted in Actiphage®
Medium Plus prior to dispensing the sample.

Dispense 10 pl of an active growing liguid culture of target mycobacteria (approx.
10° efu mil* grown aerobically at 37 *C in Actiphage® Medium Plus) into a Rapid Tube
labelled “Positive control” prefilled with 100 wl of Actiphage®™ Reagent.

3.5.2 Assay Procedure:

Prepare Negative and Positive Control samples as described in section 3.5.1. These should
then be treated in the same way as the test samples, as described below.

1)

2)

3)

4]

5)

Add the samples {110 ul) to the top section of the Rapid Tubes.

N.B. If the pellets were difficult to resuspend ot the end of blood preparation
method, the sample should be left in the dispasable 1.5 ml microcentrifuge tube
(see section 3.4-12) and proceed to step 2.

Incubate the samples for 3.5 h at 37 °C. If the samples are In Rapid Tubes, proceed
to step 3.

N.B. If the samples are still in o microcentrifuge tube (see section 3.4-12), centrifuge
the samples at room temperature at 12,000 x g for 3 min to sediment any moterial
that might black the filters. Transfer the supernatant to Rapid Tubes and then proceed
to step 3.

Centrifuge the samples at 13,000 x g for 3 min.

After centrifugation, remowve the inner filter section of the Rapid Tube and collect
the flow through in the bottom of section of the Rapid Tube.

The flow through contains the mycobacterial genomic DNA. This can either be used

directly for the further stages of the assay or can be stored frozen at -20 *C until
required.
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3.6

N.B.: To increase sensitivity of the assay, the flow through liguid should be cleaned
ond concentrated into @ final volume of approx. 10 pl using an appropriote DNA
purification system {e.q. Zymo DNA Clean & Concentrator; for recommended protocal
please contoct PBD Biotech Lrd Tel: +44 1359 231856, Email: Info@pbdbio.com).

MOLECULAR ANALYSIS

The output from the Actiphage™ Rapid assay Is nucleic acid which can be used as a substrate
for multiple molecular diagnostic analyses. Each DNA sample recovered from section 3.5.2
should be sufficient for two detection events. For recommended PCR kits, please contact
PBD Biotech Ltd. Tel: +44 1359 231856, Emall: Info@pbdbio.com.

i} To confirm phage-based lysis of target cells by the kit, a positive PCR result should be
given with the positive control sample and no target DNA should be detected in the
negative contral sample.

2} For detection of MAP genomic DNA, we recommend PCR amplification of 15900
specific sequences. To detect very low number of cells, the PCR should be optimised to
achieve a sensitivity of amplification of genomic sequences from 1 fg of genomic DNA.

3) For detection of M. bowvis genomic DNA we recommend PCR amplification of 156110-
specific sequences. To detect very low number of cells, the PCR should be optimised to
achieve a sensitivity of amplification of genomic sequences from 1 fg of genomic DNA.

4 LIMITATIONS

1)

2]

3)

Detection of mycobacteria by the Actiphage®™ Rapid test is dependent on the
quantity and quality of the specimen collected, its storage prior to processing, and
the number of live organisms present.

Positive Actiphage® Rapid test results are dependent on the levels of mycobacteria-
infected PBMCs present in the circulating blood and has a reported LOD of less than
10 eells. Therefore, in the very early stages of infection it is possible to get a false-
negative result.

A false-positive result will only occur if there is cross-contamination of the sample
with mycobacterial DMA from the target organism.

57



®PBD

BIOCTECH

5 PRECAUTIONS
51 SAFETY PRECAUTIONS

Suitable safety precautions must be used at all times when handling clinical specimens,
including working in an appropriate bio-safety cabinet and using personal protective
equipment. Local guidelines must be followed when working with pathogenic material and
for disposal of pathogenic biological waste and in the event of laboratory accidents.

Any remaining specimen that gives a positive by Actiphage® Rapid assay test result should
be treated as containing viable cells of the organism detected.

5.2  TECHNICAL PRECAUTIONS

+« For use only by personnel competent in aseptic technique and experienced In working
with pathogenic Mycobacterfum spp. Use aseptic technigues throughout the reagent
preparation and assay procedure.

+ The operator should seek assistance directly from PBD Biotech if they do not understand
anything in these instructions or have problems running the test.

+ [f the kits or reagents appear damaged upon arrival, do not use and contact PED
Biotech.

« Components must not be used beyond the expiry date printed on the label. Do not mix
different batch or lot numbers of reagents.

« Do not freeze any kit component or reconstituted reagent. All reagents must be
brought to room temperature before use.

& The reagents are provided at defined working concentrations. Assay performance may
be lost if reagents are modified or not stored under recommended conditions as
detailed in Section 3.3.

All pipettes, pipette tips, glassware and plastic-ware used must be sterile.
Ensure that all equipment used is correctly maintained, calibrated and monitored as
appropriate.

& Reconstitute sufficient reagents required to perform the test. Do not return excess
reagents to bottles after use.

& (Care needs 1o be taken to treat all specimens and control reactions in the same manner,
according to Sections 3.4 and 3.5 of these instructions for use. Omission of, or deviation
from, any step could lead to inaccurate results.

& Disposal of Actiphage®™ and any equipment that has come into contact with these
reagents, should be in accordance with local regulations for the disposal of
microblological waste.
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6 MATERIAL SAFETY DATA SHEETS

A material safety data sheet (MSDS) for the kit is available from PBD Biotech, upon request.
Tel: +44 1359 231856, Email: Info@ pbdbio_com.

7 OTHER INFORMATION

A large text version of these instructions is available from PRD Biotech, upon request. Tel:

+44 1358 231856, Email: Info@pbdbio.com.
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