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RESUMEN

El objetivo fue. evaluar el grado de proteccién conferida por el empleo de la vacuna BCG, 6 el
extracto proteico de filtrado de cultive (CFPE's) de Mycobacterium bovis contra la tuberculosis
bavina; asi como el efecto inmunomodulador del interferdn-gamma (IFN-y), en la respuesta de
bovinos vacunados. Para lo cual se utllizaron 24 becerras Holstein de 8-16 meses de edad,
negativas a las diferentes prusbas de diagnéstico {tuberculina, IFN-y, ELISA y PCR), divididas
en cuafro grupos (seis animales cada grupo). El primer grupo vacunado con CFPE's de M.
bovis; el sagundo grupo con CFPE's més IFN-y; el tercero con la vacuna BCG cepa Pasteur; el
cuarto grupo fue control sin inmunizar. Posteriommente se revacunaron a los 21 dias y a los 6
meses se desaflaron intratraquealmente con 10° UFC de una cepa de campo. A los 6 meses
post-desafio se sacrificaron para evaluar el grado de [esiones. La respuesta Inmune celular se
monitoreo por intervalos de 21 dias mediante la produccién de IFN-y, en cultivo de células
estimuladas con PPD de M. bovis y M. avium, para evaluar la respuesta humoral se efectué un
ELISA comparativo empleando CFPE's de M. bovis y M. avium. Se realiz6 la prueba de
tuberculina previé al desaflo y antes del sacrificio a todos los animales. Con respecto a la
produccién de IFN-y, los animales vacunados con BCG, mostraron los niveles més elevados,
que el resto de los grupos, aunque al realizar el andlisis de varianza los trés grupos vacunados
mostraron diferencias significativas a (P < 0.05) hacla plasmas estimulados con M. bovis,
mientras que, los plasmas estimulados con M. avium mostraron diferencias significativas hasta
la 17° semana en los grupos vacunados. En relacién a la réspuesta humoral el grupo
inmunizado con CFPE's mas IFN-y manifestd una mayor respuesta de anticuerpos a M. bovis,
en esta prueba no se mostré en ninguna etapa de la vacunacion o desafio diferencias
significativas a (P < 0.05). Los resultados de la prueba intradérmica comparativa antes del
desafio, muestra que dos animales del grupo de BCG fueron reactivos al PPD bovino; del grupo
CFPE's solo uno fue; del grupo CFPE's més IFN-y uno fue sospechoso y del grupo control uno
fue reactivo. Posterior al desafio la generalidad de los animales fueron reactivos al PPD bovino.
Los animales del grupoc de BCG, mostraron una disminucién significativa en nimero y severidad
de las lesiones respecto a los animales no vacunados; dos animales no mostraron ninguna
lesion. Tamblén en animales Inmunizados con CFPE'’s y los vacunados con CFPE's mas IFN-y
presantaron disminucién aunque en menor proporcidn. Los animales del grupo control
mostraron mayor nimero y extensitn de lesiones. Por tanto, la vacunacion empleando la BCG o
el CFPE's podria ser una excelents herramienta a considerar contra la tuberculosis bovina, que
puede coadyuvar en el confrol y erradicacién de ésta.



1. INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa de curso crénico y
progresivo, donde Mycobacterium bovis es el agente causal espacifico de la tuberculosis del
ganado vacuno. Se caracteriza por la formacién de lesiones granulomatosas en diversos
érganos, que merman la condiciéon fisica y productiva, causando perdidas econémicas de
consideracién. Los humanos, becerros vy cerdos puaden contagiarse de tuberculosis bovina
cuando ingieren leche cruda (no pasteurizada), proveniente de vacas enfermas (.

Los humanos o animales que desarrollan este mal, por lo general son afectados con
anterioridad por alguna enfermedad debilitante o que afecta directamente  su sistama
inmunolégicoe, En los bovinos se relaciona con estados de estrés prolongados, muchas veces
debido a sus caracteristicas de producddn, esto hace mas susceptible a las vacas lecheras a
desarrollar tuberculosis (2,

Esta enfermedad figura dentro de la lista B de la Oficina Internacional de Epizootias, lo
que indica que es considerada como importante por sus repercusiones socioecondmicas o de
salud publica, y también por su incidencia en el comercio internacional de animales o
productos de origen animal por su presencia de TB 3.

Estudios realizados indican qus la fauna silvestre es una fuente importante para que se
de el contagio. Se puede contraer la enfermedad por Ingerir leche de sus madres Infectadas,
pero la via mas comin de infecclén es a través de la inhalacién del microorganismo 4,

En México uno de los principales problemas que enfrentan las cuencas lecheras, es ol
elevado indice de animales con tuberculosis; con prevalencias que van del 2% al 24%, lo que
representa una gran merma econémica para el productor por el sacrificio de animales ).

La vacunacién puede ilegar a convertirse en un Instrumento practico para luchar contra
la tuberculosis bovina, en paises donde no pueden costear programas claskcos de control o
puede resuttar econémicamente impaosible llevar a cabo un programa de prusbas sistémicas y
sacrificio de todos los animales infectados. Existen ahora modelos de confrontacion, elaborados
para ensayar poslbles vacunas en muchas especies domésticas y salvajes, que se estan
utilizando para evaluar vacunas contra la tuberculosis. La mayoria de los estudios para
determinar la eficacia de esas vacunas en los animales, se han concentrado en el uso de la



vacuna BCG (bacilo de Calmette y Guérin), que es una cepa atenuada de M. bovis. Los
recientes avances en el campo de la inmunologla vy la biologia molecular micobacteriana, han
ampliado mucho el reperiorio de posibles vacunas. Entre los nuevos tipos de vacuna que en el
futuro van a probarse figuran las de nuevas cepas atenuadas de M. bovis, las de subunidades
protelcas y las de &cido desoximibonucleico recombinante. Sometidas a prueba en pequefias
especies, varias de esas vacunas han ofrecido ya resultados prometedores (5,

1.1 Caracteristicas de las Micobacterlas

Las micobacterias se han clasificado en el arden Actinomicetales; en donde M. bovis es
parte del complejo de M. tuberculosis. Los bacilos son ligeramente curvados, alrededor de 2 a 4
um de largo por 0.2-0.5 de ancho, son aerébicos obligados, acido alcoholresistantes, pueden
tefiirse como Gram positivos, pero toman la tincién débil e irregular, por lo que no son
clasfficados como Gram posltivo y se mnsldergn tradicionalmente diferentes del resto de las
bacterias, debido a su estructura y composicibn quimica particular de la pared. Las cepas
difieren en su tendencia para crecer come bacilos alslados o como largas hebras llamadas
cordones g,

Las micobacterias se caracterizan, por tener una pared celular completamente diferente
a las restantes eubacterias; las paredes contlenen un elevado contenido de lipidos (hasta del
60%), que las hacen Impermeables a los agentes hidrofilicos, por lo tfanto estos
microorganismos no se tifien adecuadamente con los reactivos utilizados en la coloracién de
Gram, Las micobacterias son tefiildas adacuadamernte por el método de Ziehl-Neelsen, que
utiliza como soluciébn decolorants una mezcla de eianol y éacido dorhidrico. Estos
microorganismos una vez coloreados son resistentes a la decoloracion acido-alcohdlica y por
eso se denominan bacilos acido alcohol resistente (BAAR).Los microorganismos de este género
contienen una membrana citoplasmatica formada por una bicapa lipldica similar a las restantes
eubacterias. Por encima de esta membrana se encuentra el rigido peptidoglicano {(mAGP) con
diaminopimelato, del cual gran parte esta adherido al polisacarido; estos que incluyen el
glucano, manano, arabinogalactano y arabinomanano, se encuentran también en los filtrados de
cultivo; que contiene N-glucolilmuramico en lugar de N-acetilglucosamina Por medio de una
uni6bn fosfodidster, el pepiidoglicano se halla unido covalentemente al arabinogalactano, un
polimero de arabinosa y galactosa. En la porcion mas distal y externa de los arabinogalactanos
se hallan fijados los acidos micdlicos que tienen cadenas carbonadas largas (CE0 a C80). El
lipoarabinomanano (LAM) es un compussto que se halla anclado en la membrana



citoplasmatica. El LAM es conslderado como el equivalents micobacteriano del lipopclisacarido
de las bacterias Gram negativas debido a que provoca una importante respuesta antimicrobiana
en macrofagos. En las cepas de micobacterias mas virulentas, la arabinosa terminal del LAM
estd recubierta con residuos de manosa {(manLAM), a diferencia de las cepas no virulentas.
Ademas, el LAM tamblan podria servir come poro para el paso de los nutrientes a través de la
pared celular. En la pared celular también se encuentran proteinas inmunoreactivas que san
utilizadas con fines diagndsticos. (figura 1)),
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Fig. 1. Esquema de las envolturas de una eubacteria Acido-Alcohol Rasistente ¢,

El mAGP es un fuerte inmundgeno, pero se desconoce mucho acerca de sus
interacciones con las células del hospedero y por otro lado, se ha especulado que éste provee
una barrera protectora al pasc de las drogas (10 El LAM exhibe un amplio espectro de funciones
inmunoreguladoras, entre las que se encuentran la activacion de las células T, inhibir la
activacion de los macrofagos mediada por el IFN-y, asf como la actividad de la protelna quinasa
C; también estimula la produccion de cltoquinas por los macréfagos, las cuales provocan
muchas de las manifestaciones clinicas de la tuberculosls (4. Los giucolipidos y las proteinas se
ubican en la capa externa firmemente adherida a la pared y esta ubicacion externa del lipido
es la responsable del caracter hidrfobe de las células.

Su crecimiento puede ser en medios sintéticos simples, con glicerol u otros componentes
como Onica fuente de carbén y con sales de amonio como fuente de nitrégeno. El crecimiento
del bacilo de la fuberculosis en los medios de cultivo ( y en los animales), es generalmente



muy lento, en medios ricos, €l periodo mas corto de duplicacién observado esta alrededor de 18
horas, por lo que su crecimiento en medios de cultivo no se consigua hasta la 3 o 4 semanas
como minimo, las micobacterias saprofitas crecen mas rapidamente, pero no tanto como la
mayoria de las bacterias {que tlenen tiempas de duplicacién de hasta 20 min.) ;1.

1.2 Epidemiologia

La tuberculosis es una de las enfermedades infecciosas mas diseminadas del mundo,
siendo el agente causal el Mycobacterium tubsrcufosls. La Organizacidon Mundial de la Salud
{OMS), estima que en humanos su incidencia y mueries de 1890 a 1999 son de 88 millones y
30 millones, respectivamente, (donde el 8% de estos son reportados en el continents
Americano) con muchos casos en ciudades subdesarrolladas. (13,14, En Europa y Nore de
América de 0.5% a 1.0 % de casos de iuberculosis humana se estiman que son el resultado
de infacciones por M. bovis. En paises en los cuales la TB es ain comin, un estimado de 10
a 15% de casos humanos de tuberculos-i‘s son causados por M. bovis. En palses
industrializados donde si hay programas de control y emadicacién de la TB y junto con la
pasteurizacién de la leche se observa una reduccién drastica de la incidencia de la
enfermedad causada por M. bovis, siendo esta responsable del 1 a 8 % de los casos de
tubsarculosls humana (s, 1e),

La tuberculosis en humanos es mas oportunista en personas infectadas con el virus
de la inmunodeficiencia adquirida {VIH}, la inmensa mayorfa de personas portadoras de la
infecciébn viven en cludades subdesarrolladas sin embargo ambas Infecciones se han
reportado en todo el mundo; siendo fa tuberculosis una seria amenaza de Salud Publica de

psrsonas en riesgo ).

Una de las razones del porque no se ha logrado la eradicacion de TB en paises
industrializados, ha sido la existencia de reservorios de vida libre, que varia enormemente de
acuerdo al &rea geogréfica ().

A nivel nacional el control de la TB, se encuentra dirigida por la Direccidn General de
Salud Animal, dependencla adscrita a la Secretarfa de Agricultura (SAGARPA), donde se
menciona que la prevalencia a nivel nacional de TB en ganado de leche es de 11.1% vy en
ganado de came 2.9%. En el 2002 México contaba con 30,702,115 de cabezas de ganado
bovine, de las cuales e! 10% comesponden a bovinos productores de leche y e 90%,



corresponden a bovinos productores de carne. En este afio, el Serviclo nacional de sanidad,
inacuidad y calidad agroalimentaria (SENASICA), informé los casos y focos reportados tanto
en bovinos como en humanos (cuadro 1), ademas se indican las medidas de control
recomsendadas por esta dependencia de la SAGARPA 1g)

Cuadro 1: Informacitn de casos reportados.

Casos de tuberculosis
Tuberculosis bovina (SENASICA) an humanos
Focos| Casos|| Muertos Medidas de control 15622

> Sacrificio sanitario parcial El numero de cascs

» Deciaraclén obligatoria registrados corresponde a

» Rastreo diferentes bacterias y no
bovi| 2258 3286 0 » Vigllancia Epidemiclogica exclusivaments a M. bowvis.

» Cuarentsna

» Saguimiento epidemioldgico

» Zonlificackn (e

La TB solo se encuentra en etapa de emadicacion en 7 estados de la Repulblica,
principalmente en los estados del norte del pals y mas reclentemente en la peninsula
Yucatén, en los demds estados se encuentra en etapa de controi sanitario* (figura 2)g).

Flgura 2: Avances de las campafias sanitarias contra la tuberculosia bovina

CAMPANA NACKINAL CONTRA LA
TUBERCULOSIS BOVINA

¥ s marzc ds 1608

Nota (*): Emadicacion: Etapa en los estados en donde ka enfermedad no sa ha presentada por un afio.
Control: Etapa en los estados en donde se manifiesta la enfermedad, debléndose aplicar procedimientos sankarios
(e



1.3 Patogenia

Las micobacterias penetran en el organismo por inhalacidn o ingestion, en el caso de
la inhalaci6n, siendo la via de entrada mas comn, las gotas de secrecion respiratoria de 1 a
5 pm de didmetro, se inhalan y llegan a los alvéolos 0 sobre las mucosas de la faringe o del
intestino 20y La infeccién por ingestion tamblén  es posible, en las praderas a través de la
contaminacién por heces del pasto, del agua de los bebederos colectivos o de los
pesebresz,).

Una de las formas tipicas de infeccidn es a través de la toma de leche, en zonas
endémicas, pero la Infaccion mamaria solo aparece de manera tardia en la evolucién de la
enfermedad y es menos frecuente en palses con programas de control mas avanzados. Otras
vias infrecuentes de trasmislén, son la infeccion intrauterina durante el coito, el empleo de
semen infectade o de pipetas uterinas de inseminacién infectadas v la Infeccién intramamaria
por el empleo de sifcnes de ordefio contaminados o de copas infectadas en las maquinas
ordefiadoras. También se han registrado casos de trasmision, cuando el personal de! establo
con tuberculosis genitourinaria orina en los establos s,

Se sabe que la mayor pa;'te, sl no toda, la patologla asociada a la enfermedad se debe
a una respuesta inmune de tipo celular y un proceso inflamatorio exacerbadoszs (diagrama 1),
Cuando la micobacteria consigue llegar al alveolo pulmonar, se produce una ligera reaccidn
inflamatoria en la que predominan los polimorfonucleares, estas células son rapidamenta
sustituidas por macréfagos alveolares que los fagoclia, al principio ke suministra el ambienta
nutricional que necesita dentro del fagosoma, donde el bacllo sobrevive y se multiplica (za).
Los micosidos como los fosfolipidos protegen a los bacilos frente a la destruccitén de los
fagocitos. Los demas lipidos son capaces de pmducir‘ granulomas Yy, junto con las tubérculo-
protefnas, favorecen la respuesta alérgicas mediadas por células, distintivo central de la
tubarculosis 5 Estos macréfagos tienen poca capacidad para emadicar al bacilo en las
etapas iniciales, quiza por que su funcion se ve interfarida por varios factores, estudios
indlcan que e! bacilo puede inhibir la fusidn fagolisosoma y que los patrones de fusion de los
macrofagos Infectados con el bacilo virulento, es afectado por la presencia 0 ausencia de
componentes serol6gicos en el momento de la infeccidn ¢, ademas diversos componentes
de la pared celular de la micobacteria le pemmite escapar de la destruccidn Inducida por la
defensa del organismo. En primer lugar, el factor cordonal, un giucolipido de la superficie



que hace que |a micobacteria crezca in vitro en cordones con configuraciones de serpentinas
y solo lo presentan las cepas virulentas. La virulencia esta dada por la capacidad de formar
cordones. Este factor inhibe la migracion de los leucocitos e Induce la aparicidn del
granuloma. En segundo lugar, el LAM tiene una estructura similar a la de la endotoxina de
las bacterias Gram negativas, que inhibe la activacién de los macrofagos por el interferon-
gamma (IFN-y) hace que el macréfago también secrete el factor de necrosis tumoral tipo alfa
{TNF-a), ocaslonando fiebre, pardida de pesos vy lesldn tisular, en el caso de interleucina-10
(IL-10), suprime la proliferacién de células T inducida por la micobacteria. En tercer lugar, el
complemento activado en la superficie de la micobacteria, puede dar lugar a la opsonizacién
de la micobacteria y facllitar su captacién por el receptor CR3 del complemento existente en
los macréfagos (integrina Mac-1). Asi la micobacteria ocupa una posiclén intracelular en los
macréfagos, con -lo que aumenta la resistencia microblana y en humanos dificuita la
quimicterapia. En cuarto lugar, prasenta una proteina de choque térmico que es intensamente
inmunogénica y puede desempefiar un pape! importante en las reacciones autoinmunitarias,
el cual consiste en que los fagosomas que no son acidificados en los lisosomas y no puede
por consiguiente degradar a la micobactsria 27,

En animales no expuestos, la multiplicacién local tiene lugar cuando los macréfagos
presentes, ingieren a los microorganismos. La resisiencia a la destruccion por los fagocitos,
permite su multiplicaclon continua. Alrededor del foco los microorganismos se multiplican y se
desarrolla una respuesta inflamatoria en la que intervienen los macrofagos de gran tamafio.
lLas células hospedadoras infectadas y las bacterias, alcanzan los nddulos linfaticos
regionales, en los que contindan tanto la muitiplicacion de los bacilos, como las respuesta
inflamatorias. Transcurrida la primera semana, las reacciones inmunes mediadas por células,
empiezan a modificar la respuesta del hospedador, una reaccién esencialmente por cuerpos
extrafios pasa a ser una reacclén tipica de los granulomas infecciosos. Los macrdfagos
infectados secretan IL-12, una citocina responsable de la activacion de linfocitos CD4(TH1)
que producen IFN-y, factor de activacién de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) y
el factor de inhibicion de migracion (MIF); que alraen y activan macréfagos. Activados los
macréfagos, adquieren la capacidad de fagocitar ¢ destruir a la micobactera, esta efictencia
por lo tanto depende de la adecuada respussta inmune y de la virulencia de la bactstia.
Cuando los linfocitos CD4 TH1 son estimulados como también los linfocitos Ty8, lisan la
micobacteria contenida en los macréfagos. Una vez que el macréfago es reconocido como
infactado, es probable que ambos incrementen la expresion de proteina por al macréfago



infectado. Entre los macrofagos aparecen células epiteloides y un tercer tipo de poblacién
celular son las células Gigantes de Langhans (zs),

Las células T activadas por las micobacterias, interactian con los macrdfagos en 3
formas: en primer lugar, las células T cooperadoras CD4+ secretan [FN-y, que activa a los
macréfagos para producir una destrucclén intracelular de las micobacterias a través de
intermedios de nitroganados como oxido nitroso {NO), oxido nitrico (NO;) y écido nitrico
(HNQO,). Segundo, las células T citotoxicas CDB", destruyen los macréfagos infectados por las
micobacterias y asf destruyen también las micobacterias. Tercero, las células T doblements
negativas {(CD4" y CDB), lisan a les macrdfagos sin destruir a las micobacterias. En
consecuencia aparecen macréfagos mas competentes, que inhiben la multiplicacién
intracelutar de las bacterias al fragmentarse los macréfagos, que dificultan la multiplicacién
bacilar, engloban a las micobacterias y limitan su crecimiento. La lisis de los macrafagos da
lugar a ta formacion de granulomas caseificanteg (reaccién de hipersensibilidad retardada) (),
dos semanas mas tarde comienza la cakcfficacion de la lesién, al centro aparece una necrosis
caseosa. El foco necrético iniclal queda rodeado por tejido de granulacion, macrofagos y
linfocitos. Aparecen los fibrocitos y por ultimo una capa fibrosa rodea al tubdrculo. En el
ganado vacuno el 90% de los casos, las lesiones pulmonares se encuentran en los 6bulos
caudales g2 .

En la primoinfeccion, el bacilo siempre se disemina a partir del sitio inicial, a través de
los vasos linfaticos a los nédulos linfaticos regionales. Los bacllos se pueden diseminar mas
lejos y alcanzar el conducto toracico y la sangre, medio que a su vez disemina los bacilos'a
todos los 6rganos (distribucion miliar) g, Se conocen dos formas de Infeccidn tuberculosa: la
primera commesponde a la primoinfeccidn por ef bacllo, la que se ha explicado anteriormente
y la secundaria o de reactivacion, que es el resultado de la reinfeccién exégena o de la
reactivacién de la infeccion primaria. Los granulomas de la tuberculosis secundaria suelen
localizarse en ol vértice de los pulmones, aunque también pueden estar diseminados en
medula ésea, meninges y otros ¢&rgancs. Estos granulomas no consiguen detener la
expansion de la infeccion, son la causa principal de la lesion tisular en la tuberculosis y
reflejan una hipersensibilidad de tipo retardada. Los rasgos caracteristicos de la tuberculosis
secundaria son la presencia de necrosis caseosa y de cavidades, que al romperse en los
vasos sangulneos, extienden la micobacterla por todo el organismo y cuando se abren las
vias respiratorias liberan micobacterias infecclosas en aerosoles (31,
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1.4 Inmunidad
1.4.1 Perfil de citocinas

Durante la respuesta inmunitaria en la tuberculosis participan una gran cantidad de
poblaciones celulares, y una amplia red de mediadores solubles, el éxito en !a eliminaci6n del
bacilo, depende de una cormrecta integracion de las defensas del hospedador hacla
infecciones intracelulares, involucran una respuesta inmune innata asi como una inmunidad
adaptativa mediada por células 3,

Una vez que el baclilo llega a puimén, se inicia una serie de mecanismos destinados a
su eliminacion. Se han descrito cuatro posibles consecuencias durante el proceso infeccioso:
a) la respuesta puede ser efectiva conduciendo a la eliminacidn y muerte de! bacilo, el
individuo famas desarrollard tuberculosis clinica; b) la micobacteria no es eliminada totalmente
y empleza a multiplicarse inmediatamente causando tuberculosis primaria como manifastacion
clinica; ¢} el sistema Inmunitado puede impedir el crecimiento del bacilo sin causar
eliminacion total, esto puede sospecharse con la positividad a la prueba intradérmica de PPD
y, d) los microorganismos que han estado latentes, eventualmente vuelven a mutltiplicarse
causando reinfacclén (s : -

Las micobacterias, dentro de las células fagociticas, son capaces de evadir la
respuesta humoral y mantener viabilidad por largos perlodos de tiempo. Las céiulas T toman
parte en la activacion y régulacién de los macréfagos, y subsecuentemente en el control del
crecimiento micobacterianc. La respuesta TH1 que constituye la respuesta inmune protectora
contra M. bovis, es mediada por células T CD4 secretando IL-2 & IFN-y, algunas células T
CD4 se diferencian y se conviertan en células T de memoria de larga vida. En la inmunidad
antimicobacteriana estan involucrados diferentes grupos de células T, incluyendo las células
T CD4 alfa/beta, las células T CD8 alfalbeta y las células T gamma/delta (Ty5) (341

| En la respuesta inespecifica contra la TB, las células implicadas en limitar y elimlnar al
bacilo son los macréfagos, los cuales han sido reclutados por citocinas proinflamtorias como
TNF-a, IL-1, IL-6 y por quimiocinas. Estas moléculas son producidas por células epiieliales,
endoteliales y macrofagos alveolares. Las citocinas proinflamatorias regulan la exprasion de
moleculas de adhesién como CD54 (ICAM-1), CD106 (VCAM-1) Y CD62-E {selectina E)enel
endotelio y leucocitos, favoreciendo la migracidn de leucocitos circulantes al sitio de la lesién
(35).



Las quimiocinas inducen la migracién direcclonal de los leucocitos, regulande la
adhesion celular, el trafico y la activacion, en la fase temprana de la infeccién. La IL-8 atrae
neutrdfilos, siendo la funcidn de éstos contener a las micobacterias evitando su diseminacién,
mientras son sustituidos gradualmente por macrdfagos activades. Otras quimiccinas (MCP-1,
MIP-1a, RANTES, 1IP-10,I-TAC), dirigen la migracion de monocitos y linfocitos para la
formacion del granuloma, el cual tiene iz finalidad de restringir el crecimiento bacilar.
Tamblén pueden dirigir a los linfocitos cooperadores (CD4"), hacia los sitios donde se esta
Iniciando una respuesta de hipersensibilidad retardada que culmine con la formacion del
granuloma. Las quimiocinas son guienes regulan Iz hipersensibilidad retardada en la
tubsrculosis, diferenciande este tipo de respuesta de la inmunidad mediada por células, es
decir, las que particlpan en la prevencién de la diseminacldn del-bacilo, favoreciendo la
migracion y activacion de las células fagociticas circulantes. Dirigiendo ademds, la migracion
de los Iinfocitos T CD4" Th1 (34, -

Otras citocinas favorecen ia respuesta de linfocitos T CD4+ Th1, como la IL-12 y Ia
IL-18, producidas por los macréfagos reclutados y activados, induciendo la produccién de
IFN-y en las células NK (natural Killer); estas cltocinas Incrementan la actNidad citotoxica de
las células NK. Estas células comparten con los linfocttos TCD8+ enzimas como granulisina
granzimas y perforinas, que al ser liberados inducen la lisis de la célula blanco gp,

También se ha observado que la micobacteria puede entrar a jos macréfagos a través
de los receptores para las fracciones CR1 y CR3 del complemento, sugiriendc que la ruta de
ingreso, pueda infiuir en el curso de los eventos posteriores a la ingestién del bacllo por los
-macrbfagos, dando como resultado falla en la fusion del fagolisosoma o una Inapropiada
explosidn respiratoria y otros mecanismos cltocidas. En general, se cree que la muerts e
inhibicion del crecimiento de los patdgenos Mtracelulares dentro de los fagocites
mononucleares son dependientes de la fusidn del fagolisosoma, debido a que en este
organelo existen enzimas hidroliicas que actian dptimamente en un pH acldo (4.5-5.0) (s
Pero el bacilo, por su capacidad de producir cantidades significativas de amoniaco, puede
evadir el ambiente toxico dentro de la vacuola lisosomal, Inhibiendo el fagolisosoma y
disminuyendo la potencia de las enzimas intralisosomales via alcalinizacién. Dos enzimas que
pertenecen al metabolismo del amoniaco, la ureasa micobacteriana y la giutamino-sintetasa,



han sido asociadas a la interrupcion de la fusién fagolisosomal y a la sobrevivencia
micobacteriana g,

El control inmunolégico de la infeccion por M. bovis, esta basado en una respuesta de
células T tipo 1 (TH1). La proteccién inmunitaria especifica contra M. bovis se inicia tras la
activacion de linfocitos T CD4", capaces de secretar iIFN-y, pero existen otras subpoblaciones
celulares Involucradas durante la infeccién por tuberculosis come linfocitos T CD8* y linfocitos
Ty5;, que eslan Involucrados en la respuesta temprana, proveen una rica fuente de
quimiccinas y también secretan IFN-y yp,

Dos tipos de respuesta inmune son producidos por este tipo de células T. La
respuesta inmune de tipo 1, es asoclado con inmunidad mediada por células (CM),
respuesta importante en la proteccion contra tuberculosis y es caracterizada por liberar de las
células T numerosds citocinas principalmente~IL-12 & IFN-y. Inversamente la respuesta
inmune de tipo 2 es asociada con la respuesta humoral y no hay protecclén en contra de la
tuberculosis. Este tipo de respuesta se caracteriza por células Th-2 produciendo IL-4, IL-5 e
IL-10 (4

Los linfocitos T CD4* encabezan la respuesta inmunitaria protectora a través de tres
mecanismos: el primero, es el reconocimiento de los antigenos de la micobacteria mediante
los receptores de células T (TCR) en el en el contexta de la molécula de histocompatibilidad
mayor (MHC) clase II, as los linfocitos T CD4’ antigeno espacifico, iniclan el segundo
mecanismo el cual es la activacion celular. El tercer mecanismo es la fase efectora, que
consiste de un patrén especifico de citocinas. Asi, la subpoblacion Th1 producira grandes
cantidades de IL-12, TNF-B(linfotoxina) e IFN-y, promoviendo la respuesta Inmune celular y
la activacion de macrafagos. Ademas, esta respuesta induce la activacién y proliferacién de
linfocitos Ty5 w2,

El IFN-y es clave en la infeccién por M. bovis. Esta citocina es producida por células
CD4 y CD8 y por células NK durante la infecclon tuberculosa; se ha reportado la produccién
de IFN-y dependiente de IL-12 en los macréfagos alveolares Infectados. En individuos con
deficlencias en los genes del IFN-y, del receptor del IFN-y.estdn en riesgo de padecer
infecciones micobacterianas graves (3, Se ha demostrado que el IFN-y puede ejercer su
accion  a través de los productos de los genes Nramp (natural resistanse associated
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macrophages protein), esta proteina transportan nitritos del citosol a los compartimentos
celulares écidos (fagollsosomas), donde son convertidos 6xida nitrico, El éxido nitrico es el
princlpal radical oxidante contra la micobacteria, de ahl que las proteinas Nramp se
encuentren asociadas con la resistencia. (4

Mientras que los linfocitos CDB+ reconocen el antigeno micobacteriano en sl contexto
MHC-1, una vez activados estos linfocitos también producen IFN-y, y pueden producir lisis da
las células que expresan antigeno micobacterianos. Las moléculas liberadas de las células T
CDB8+ citotéxicas del tipo de saponinas, quienes interactuan con los lipidos de la membrana,
activando otras enzimas de degradacion para inducir la apoptosis, este mecanismo conduce
a la muerte de la célula blanco y eliminacién de los baciks intracelulares. Las células T CD8+
parecen ser mas cruciales en la etapa posterior de la respuesta y pueden ser importantes en
controlar la fase crnica de la enfermedad (45

En los rumiantes las célules T y5, constituyen mas del 75% de las células
mononucleares presentes en sangre periférica (PBMC) en animales jovenes, mientras que en
los adultos esta poblacién se reduce al 40%, a diferencia de estos animales, en el humano
esta poblacion representa solo el 7% de células mononucieares 18).

Se ha Involucrado a las células T y5 en la respuesta inmune en infecciones con M.
bovis. Después de la infeccion experimental, se observan cambios en la cinética en la
poblacion de estas células en la Infeccion temprana. En humanos ¥y modelos murinos de
tuberculosis se ha revelado que las células T y§ presentan fuerte activacién (expresién de
CD25), proliferacién, secrecion de IFN-y y exhiben citotoxicidad en respuesta a macréfagos
infectados con micobacterias. También estan cormrelacionadas con la aparicion de ias células
asociadas con el desarrolio de la fase temprana de lesiones por M. bovis. (a7

Recientemente se ha demostrado que las células T y5 WC1* en animales Infectados
con M. bovis, tienen gran actividad para una fuerte proliferacién y liberacién de niveles de
IFN-y después de la estimulacién in vitro con antigenos micobacterianos. También ss ha
demostrado que las células T 5 in vivo también tienen alta actividad sobre {CD25) en la
circulacién periférica de 3-4 semanas después del desafié con M. bovis. In vivo la disminucién
de células T v5 en ganado desafiada con M. bovis Indica un papsl para células T ¥5 en las Th1
predisponen a desarrollar inmunidad antimicobacteriana g,



Es probable gue las células T ¥3 Jueguen un papel importante en la respuesta CMI, de
los rumiantes particularmente en los bovinos, constituyendo una gran proporcién de linfocitos
circulantes. La mayoria de las células T y3 también expresan la molécula WC1, se ha
observado la gran actividad de estas células en las infecciones por M. bovis y estan
involucradas en la respussta Inmune Th1. Estas células tienen participacidn en la formacién
del granuloma, debido a que su presencia favorece el reclutamiento de monocitos; mientras
que en su ausencia se desarrollan leslones piogranulomatosas y su participacidn de estas
células parece estar mediada por la produccién de la guimiocina, proteina 1 quimioatrayente
del macréfago (MCP-1) g,

1.4.2 Anergia

El estado de anergia ha sido referida como la ausencia de la respuesta celular,
predominantemente TH2 y se define como la In;mpacldad de los linfocitos T para responder a
un antlgenc especifico , se sabe que bajo clertas circunstancias ocurre conforme avanza la
enfermedad, posiblemente cuando la tuberculosis se ha diseminado, y la respuesta CMI ya no
es detectada en el animal; entonces CMI no puede ser evaluada por la prueba de ID, pero e
animal puede tener altos niveles de anticuerpos dirculantes. Iniclaimente los cambios
patoldgicos son asociados con el comienza de la respuesta CMI y la patologla incrementa con
el progreso de la enfermedad {figura 3) ().
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Fig. 3. Dlagrama del espectro de la respuasia nmuns de bovinas después de la infeccién con M. bovs, La
CM| desarrolla una respussta iniclal, al incrementar nimero de bacllos se desarrolla la respuesta humoral
(anticuerpcs). El estado de anargia ocume conforme avanza la enfermedeads.,



1.5 Diagnéstico

La prueba estandar para el diagnostico de la TB es la prueba intradérmica (ID) de la
tuberculina, la cual detecta una respuesta de hipersensibilidad retardada a una inyeccitn de
derivado proteico purificado (PPD) obtenido de un cultivo de M. bovis cepa AN5. Pero su
sensibilidad es Insuficiente, asi como su especificidad, e interflere con e! estado inmune del
ganado con respecto a repeticiones de la prueba y no detfecta la TB en etapas Iniciales o
finales de la enfermedad (51

Las razones para las fallas aparentes de fa prusba ID bajo las condiciones de campo
son complejas, tales como, la administracldn de corticoesteroldes, Infecciones con e! virus de
diarrea viral bovina, la Influencia del estado de gestacion y la lactancia. Se han realizado
intentos por reemplazar la prueba ID, desarrollando pruebas serolbgicas (fijacién de
complemento, ELISA, prusbas de liemoaglutinacion) pero no ha sido posible. Dentro de los
problemas para emplear estas p}'uébas se menciona la alta proporcidn de infectados con
pocos anticuerpos o anticuerpos no detectables hacia antigenos micobacterianos. Deacuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZO0-1995, Campafia nacional contra la TB, los
animales reactores a la tuberculina deben ser eliminados, sin embargo, aungue la mayoria de
los animales reactores se ellminan,' algunos animales no reactores que se encuentran en
fases terminales de la enfermedad, con lesiones abiertas, permanecen dentro dei hato y
constituyen un foco potencial de infecclon para la poblacién susceptible (s, lo que pone de
manifiesto la importancia de realizar un diagnéstico correcto.

Existe gran varledad de prusbas actualmente para el diagnéstico de la TB, pero
ninguna de estas prusbas de laboratorio es el 100 % efectiva como prueba confirmatoria para
detectar casos de TB. De manera resumida se muesiran en e! cuadro 2, las ventsjas y
desventajas de las diferentes pruebas mas actuales para e! diagnéstico de la TB, las cuales
ayudan a detectar animales qua no son identificados por medio de la prueba de ID 53,
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Cuadro 2. Pruebas diagnosticas empleadas para detectar TB.
VENTAJAS

PRUEBA

tablas del cuelle

Pmebadetubemuhna (ID)

» Simple en pliegue caudal
» Doble comparativa en

Combmada con c] sncnf cio dc reactores
permite disminuir la prevalencia <1%

DESVENTAJAS

Medlanna sensibilidad (77-87%) y
baja especificidad (80-85%).

Se requiere confirmar animales
sospechosos

Deteccidn de Interferdn-y
(ELISA de captura)

Sensibilidad y especificidad mayor a la
tuberculina. Empleando ambas prucbas
se incrementa la sensibilidad a 95 %.

| 1dentifica ammnles auérglcos, S
reactores a la tubserculina. Muy

muestras: tejido, leche, sangre, exudado nasal.

1 Ba]a sensibqhdad, no identifica a

Alta scusxl:uhdad Sc m&hzx con dlsuntas o

Costosa. Se usa un Kit comercial.
No detecta animales anérgicos,
como tampoco la prucba de
tuberculina.

todos los animales infectados, por
lo tanto no se puede utilizar como
tinica prueba de diagndstico

N'I"lenc altnsmmblhdad, pero puedc
tener reacciones inespecificas. No

PCR anidada Menor manejo de los animales se recomienda como prueba tnica
(se amplifica el gen de | En combinacién con ELISA permite identificar | de dx.
la MPB 70) animales infectados, no identificados con la Es costosa. Requiere um Jaboratorio
prueba de la tuberculina. equipado y con gente entrenada en
‘ cstas técnicas,
Confirma la presencia de micobacterias en Requiere un laboratorio equipado y
PCR en tejidos lesiones observadas en rastro en pocos dfas, a | con gente entrenada en estas
embebidos en parafina | diferencia del cultivo que requiere por lo técnicas.
( amplifica la 1S6110) | menos 4 o 6 semanas.
Se realiza con muestras clinicas como exudado | Es costosa. Requiere un laboratorio
Spoligotyping nasal o en muestras de tejidos frescos. equipado y con gente entrenade en
(se amplifica la regidn | Deiecta y caracteriza la micobacteria. Al estas técnicas.
DR combinar con ELISA permite identificar No se recomienda como prueba
animales infectados, no identificados con la unica de diagndstico.
prueba de la ID.
Permite distinguir distinguir si es M. bovis.
o)




2, VACUNAS

La vacunacion en ganado contra la TB puede llegar a ser una imporiante estrategia de
control de la enfermedad. Los avances en ol estudio de los procesos involucrados en la
respuesta inmune protectora hacia la infeccldon por M. bovis y avances en las técnicas de
biologia molecular, junto con la complementacidn de la secusncia del genoma de M. bovis,
pueden proveer oportunidades racionales para desarrollar y mejorar nuevas vacunas para la TB.
Se han estudiado numerosos tipos de vacunas incluidas las basadas en microorganismos vivos
atenuados, microorganismos muertos, subunidades vac(nales compuestas por proteinas
purificadas, antigenos peptidico y de polisacaridos y vacunas de DNA, pero por ahora estén en
desarrollo y se estan ensayando en el ganado (s,

Es nacesario para que el proceso de elaboracién y ensayoc de nuevas vacunas resulte
coherente, que antes se entiendan bien lps procesos ..que intervienen en la respuesta
Inmuniaria protectora frente a la tuberculosis. R

Los requerimientos de calidad para vacunas destinadas para la prevencion de
tuberculosis, en los animales domésticos se muestran en el cuadro 3:

Cuadro 3; Requerimientos de calidad para nuevas vacunas de TB.

REQUERIMIENTOS DE CALIDAD BOVINOS sIGElvﬁgﬁ
Prevencién de la infecclon en animales vacunados B
Altos niveles de proteccitn inducida 44+ +4+
Prevencién de la transmision +++ +++
No interfiera con pruebas diagnosticas como la ID +++ +
Segura para los humanos +++ ++ €
Minima reaccién en e! sitio de inyeccién +H+ +/-d
Buena distribucién en mucosas +- +4+
Una sola dosis + ++
Aceptada en ciudades que importan came y productos lacteos +++ -

+++ muy importante
++ darnente Importante

+ importants o5
+{- poco importants

p
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2.1Extracto proteico de filtrado de cultivo de M. bovis.

Dentro de los posibles candidatos para ser evaluados como vacunas, estan los
preparados de fitrados de cultivo, que contienen protelnas de M. bovis 6 M. tuberculosis, estos
son buenos estimulantes de células T, en ratones y ganado, experimentalmente infectados con
tuberculosis. Algunos estudlos han demostrado una proteccion potencial de antigenos
contenidos en filtrados de cultivo (sg;,

Estudios realizados en ratones y cobayos inmunizados con proteinas de filtrado de
cultivo de M. fuberculosis y M. bovis, se han observado que pueden Inducir altos niveles de
protaccién, contra desafios aerdgenos con M. tubsrculosis y M. bovis. El concepto de usar
proteinas especlficas que estimulen una respuesta inmune protectora para la tuberculosis, es
que no Inducen reaccién a la prueba de tuberculina y la efectividad de la vacuna, puede no ser
influenciada por previa sensibilizacioSn de micobacterlas ambientales, _fSIn embargo, la
proteccitn contra enfermedades micobacterianas requiere de inducir una fuerte respuesta
Inmune celular y es esto dificil de lograr en ganado, usando este tipo de proteinas especificas si
no se usa un comrecto coadyuvanta gq),

La mayoria de los antigenas de M. bovis caracterizados son pro!elnaé solubles, entre las
que destacan aquellas secretadas activamente en el medio de cultivo. Se han identificado
proteinas inmunodominantes de cepas vaclrales, en cobayos inmunizados algunas de las
cuales podrian estar ausentes en micobacterias patégenas del complejo M. tuberculosis. Asl
mismo, se ha demostrado que existen proteinas preferentemente expresadas por aislados de M.
tuberculosis o M. bovis en comparacién con cepas vacunales sn.

Numerosas protelnas micobacterianas han sido aisladas y caracterizadas, algunas de
las cuales se encuentran asocladas a la célula bacteriana y otras son secretadas. Los
antigenos especificos que evocan la inmunidad protectora por los linfocitos Th1, aiin no son
completamente conocidos: sin embargo, se ha observado que las micobacterias vivas, son mas
eficientes en la generacién de la resistencia adquirida especifica, comparada con las
preparaciones de micobacterias muerias; esta observacién se ha utlizado como argumento
para sostener que los antigenos secretados presentes en los extractos de filtrado de cultivo
(CFPE’s) micobacterianos, producidos por el metabolismo activo bacteriano, son esenclales
para la induccién de una inmunidad protectora.  Existe una fuerte evidencia de que los
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antigenos de!l GFPE's, son altamente reconocidos durante la infeccldn en varios modelos
animales; y varias de las proteinas gue los constituyen evocan una respuesta en estados
tempranos de la tuberculosis pulmenar en los bovinos y en el humano (ss).

Por ofro lado, se ha encontrado que en los extractos proteicos de filtrado de cultivo,
obtenidos a partir de tlempos cortos de cracimiento (ST-CFPE), estén presentes numerosos
componentas, varios de los cuales también son reconocidos en las etapas tempranas de la
infeccidn par M. bovis en bovinos sg),

En el humano se ha observado, que en pacientes con una tuberculosis minima, existe
una fuerte respuesta celular reactiva a proteinas del ST-CFPE; principalmente dirigida a
proteinas comprendidas en el rango de les 5 a 35 kDa..Observaciones simitares hicleron
Waeldingh y col a0); quienes caracterizaron recientemente seis proteinas de bajo peso molecular
a partir del filtrado de cultivo (CFPE's) de M. luberculosis;, las proteinas designadas como
CFPEP17, CFPEP20, CFPEP21, CFPEP22, CFPEP25 y CFPEP28, fueron capaces de
estimular la produccién de IFN-y en cantidades significativas e inducir una fuerte respuesta
celular. Uno de los antigenos ampliamente estudiados y descrites en M. bovis, es la proteina
MPB70, la cual exhibe una alta especificidad de especie y ha mostrado ser un antigeno
inmunodominante de M.bovis, capaz de induclr una inmunidad celular, estimular una respuesta
linfoproliferativa e inducir la produccién de anticuerpos en animales infactados por M. bovis. La
proteina es una de los principales componentes del fittrado de cultivo de M. bovis y se considera
forma parte del componente activo del PPD bovino (es).

Ademaés, de las proteinas mencionadas, existe informacién de la presencia de proteinas
secretadas de bajo peso molecular, que no son producidas por la cepa vacunal BCG, pero s
por cepas virulentas de M. bovis y de M. fuberculosis, las cuales se ha obsarvado, son
altamente reconocidas en las fases tempranas de la infeccion y principales blancos de las
diferentes poblaciones de células T, capaces de inducir una elevada produccion de IFN-y, lo
que las ha hecho blanco de atencién para el desarrollo de herramientas de diagndstico y
antigenos potenciales para nuevas vacunas, tal es el caso de la ESAT-6
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2.2 Vacuna de la cepa de M. bovis del bacilo Calmette-Guerin (BCG).

La vacuna con BCG esta preparada con bacterias vivas liofilizadas, se ha obtenido de
una serie de pases de una cepa virulenta atenuada de M. bovis y se ha utilizado para prevenir
la tuberculosis humana desde 1921, es muy eficaz para prevenir la tubercukosls en infantes;
pero esta eficacia se ve limitada contra enfermedad pulmonar en adultos en areas endémicas

(63).

Los investigadores franceses Calmette y Guerin, desarrollaron a principios del sigio
pasado, a partir de una cepa de M. bovis, que fue originalmente aisladc por Nocard de una
vaca con mastitis tuberculosa. En 1906 los subcultivos de esta cepa fueron cultivadas en
medio de papa glicerinizada a la que le afiadiercn bilis bovina. Después de 232 pases se noto
un cambio en la morfologla de la colonla, ademas de varlar la virulencia. Después de replicaria
durante 13 afios en ganado, cobayos, ratones, monos y chimpances, con esta cepa no produjo
ninguna evidencia de reversidn en la virulencla, pero en camblo conferfa resistencia después de
30 dias, al desafiar a humanos con bovinos enfermos con tuberculosis, dando asf origen a la
BCG Calmette y Guerin concluyeron que una Inmunizacion con una dosis (nica de 50 mg y
100 mg de BCG, protegieron al ganado de infecclones naturales y experimentales, pero la
proteccién no era de larga duracion. Ademas se reveld que la inmunizacion intradérmica era
preferible a la inmunizacién por la rula intravenosa; y que Ia revacunacién no tiene ningin
efecto ().

Fue hasta la década de los 20’ del siglo pasado donde Calmette y Guérin, intentaron
eliminar la tuberculosis de una manada Infectada por medio de la vacunacién de recién nacidos
con la BCG, al ser sacrificados estos animales se encontraron ser libres de tuberculesis, la
desventaja de este experimento fue que carecieron de controles aproplados (s,

Durante la década de los 40, se realizaron estudios da vacunacién con M. bovis BCG
en un ganado con 150 animales infectados. El ganado fue vacunado con BCG dentro de los
primeros 10 dias de nacido, en 6 meses y luego anualmente con BCG sobre un pericdo de 5
afios. Después de la vacunacion fue dada Gnicamente a animales recién nacidos. Las perdidas
de la infeccion y re-infeccldn y el problema de 1a interferencia con pruebas de plel §evaron a la
conclusién que el uso de una prueba y programa de sacrificio fue mas econdmico que continuar
con la vacunacion e,
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En la década de los 50', Govorov usa la BCG en ranchos en donde existia tuberculosis
aparente por largo tiempo y obtiene alguna proteccion con una dosis de 4mg de BCG
administradas en dos dosis intradérmicas con un mes de intervalo entre una vacunacidn y oira
7.

Después de algunas décadas de ensayos en diferentes ciudades, se concluyo ser
inefectiva la vacuna en contra de la Infeccién natural, aunque la vacuna pudo proteger al ganado
de Infecciones experimentales. La incapacidad de la BCG para conferir una inmunidad abscluta,
fueron reconocidos con el tiempo, Las micobacterias virulentas fueron obtenidas en nddulos
linfaticos cercanos al punto de entrada, formando un tubérculo pero no mostré tendencia a
formar lesiones extensivas en otras partes del cuerpb. Fue a partir de la década de los 70’s
cuando se implementaron programas de sacrificio de los animales positivos dando resuitados
dramédticos y los estudics de vacunacion fueron grandemente acortados, en palses como
Canada, Estados Unides de América, Gran Bretafia (s,

Reciantes estudios con BCG se han optimizado directamente la eficacia de la BCG y se
ha utilizado en estudios como control positive en otras vacunas de tuberculosis. Una serie de
experimentos en los pasados diez afios Indica que, una o dos dosts de BCG (10*-10° UFC)
administradas subcutidneamente en becerros recién nacidos induce niveles significativos de
proteccion contra desaflos con M. bovis virulentos. La vacunacion de animales con BCG, al
nacimiento tienen una eficacia del 100% de proteccién contra el desarrollo de lesiones
macrescopicas, cuando son vacunados a las 6 semanas tiene una eficacia dei 90%. s,

La falla aparente de ia BCG para proteger al ganado puede ser atribuidos a numerosos
factores. Altas dosis de BCG equivalentes a 10%-10° UFC (unidades formadoras de colonias)
fuaron generalmente usadas para la vacunacion subcutdnea en el ganado; ahora se sabe que
estas dosls pueden ser mengs efactivas que las dosis bajas para estimular una proteccién
inmune 5. La vacunacién & menudo funciona en zonas de alta prevalencia, pero los recién
nacidos pudieron haber sido expuestos a M. bovis previa a la vacunacidn a través del consumo
de leche de vacas con mastitis tuberculosa 12,

Se han propuesto algunas razones de su limitada eficacia, varlas se ven influenciadas
por infecciones anteriores de micobactarias ambientales, a la ausencla de antigenos protectores
contra M. fuberculosis g Comparando el genoma se han encontrado mas de 100 secuencias
de codigos ausentes en la BCG pero que estan presentes en M. tuberculosis, el agente principal
de la tuberculosis en humanos g,
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2.3 Interferédn-y como inmunomodulador

La inmunomodulacién consiste en la manipulaclon del sistema inmunolbgico a través del
uso de sustancias de origen biolégice o quimice para producir una respuesta inmune adecuada
al estado que se desea tratar. La finalidad serd aumentar la intensidad de la respuesta,
principalmente de tipo celular g4,

El uso de inmunomoduladores en animales domésticos tiene como objetivos:

» La produccién de una respuesta mas Iintensa y efectiva contra agentes productores de
enfermedades clinicas y subclinicas.

> Acelerar la maduracidn de la inmunidad especifica e Inespecifica en animales neonatos,
Jovenes y susceptibles de Infecciones. -

> Provocar reacciones inmunes intensas en tejldos y drganos linfoides, invadidos por
microorganismos, con la finalidad de incrementar ia respuesta protectora en sitios como
glandula mamaria, fracto gastrointestinal, respiratorio, etc.

> Incrementa la respuesta inmune especifica, celular, y humoral, a través de la vacunacion.

> Reduclr los-efectos de inmunosupresidn, causada por el estrés o agentes infecciosos que
interfieren en. el funcionamlenio de las células del sistema inmune o que producen
infecciones permanentes.

> La estmulacién selectiva de componentes de la inmunidad especifica o inespacifica que
conlleve a una proteccion contra la replicacion de los agentes patdgenos. i

Dentro de los inmunomeduladores considerados mas importantes se encuentran los
interferones (IFN), son una famllia de proteinas producidas por las células nucleadas en
respuesta precoz, anterior incluso a la respuesta antigénica, a las Infecciones viricas u otros
estimulos (bacterias, endotoxinas, mitbgenos). Existen tres tipos de IFN: IFN alfa (producido por
los linfocitos b y los monacitos en respuesta a las infecciones viricas), IFN beta (produckdo por
fibroblastos en respuesta a infecciones viricas, particularmente a virus RNA bicatenarios), IFN-y
(producido por las células T colaboradoras, en respuesta a varios antlgenos y mitdgenos). Los
IFN poseen ademas de su accién antiviral, efectos bioldgicos notables, como 1a modulacién de
ta respuesta Inmune y acciones antiproliferativas. La accién inmunomoduladora, estA en relacion
con una estimulacion de la actividad fagocitaria de los macréfagos, la induccion en cascada de



citocinas, mediadoras de la activacién del sistema linfocitario, y fa maduracién y activacion de
los linfocltos T citotdXicos (a).

Por otro lado, estudios realizados en modelos animales y en el humano muéstran que la
administracion exdgena de IFN-y, al momento de la inmunizacién incrementa la respuesta
inmune celular, comprometida en la aliminacién de bacterias intracelulares, debido a que se
favorece tanto la presentacion antigénica, como una mayor activacién y proliferacion de las
células T CD4" especificas y células T CD8" citotdxicas, entre ofras funciones g4

Como se menciono antes, los estudios que se han realizado a fin de determinar cuales
son los antigenos micobacterianos inmunorelevantes a los que va dirigida la respuesta inmune,
indlcan que estos se encuentran principalmente en las proteinas presentes en el fittrado de
cultivo, asi es factible que el empleo de CFPE’s como inmunogeno estimule una respuesta
inmune significativa en los bovinos inmunizados, la-cual puede incrementarse con la aplicacion
exégena del IFN-y, lograndose reducir con ello el nimero de lesiones tuberculosas al desafio.
Ademas de svaluar los niveles de proteccién que puede inducir la vacuna BCG en bovinos a una
dosis baja. '
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3. HIPOTESIS

Las proteinas presentes en el filtrado de cultivo de M. bovis son antlgenos relevantes,
capaces de inducir una respuesta inmune protectiva que se puede incrementar con ia
aplicacion exégena de IFN-y, citocina que favorece la respuesta celular, necesaria para la
eliminacion de las bacterias Intracelulares y de estimuiar una inmunidad de memoria
prolongada; asi la inmunizacion de bovinos con extractos proteicos de filtrado de cuitivo
ofrecerd una mejor protecclén contra la enfermedad. Asi como el uso de la BCG a bajas
dosis en los bovinos, brindara una proteccién e induciré reducir con ello el nimero de
lesiones tuberculosas.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de la BCG y del extracto proteico de gulﬁvo (CFPE's)_de M. bovis
como Inmundgenc para la prevencidn de la tubérculosis bovina y e! efecto inmunomaodulador
que tlene ol IFN-y para potenciar la respuesia inmune hacia la enfermedad.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Inmunizar y comparar la respuesta inmune entre los bovinos Inoculados con CFPE’s, con
los bovino inoculados con CFPE’s rnéé IFN-y, BCG y el grupo control.

2. Determinar la cinética de la respuesta inmuna mediada por células y humoral en los
grupos de animales inoculados y en el grupo control.

3. Determinar y comparar la proteccién ofrecida en los diferentes grupos por la
inmunizacién en los diferentes tipos de vacunacion por medio de la inspeccién de lesiones
macroscapicas al momento del sacrificio.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales de estudlo

Se utilizaron un total de 24 becerras Holstein de 8-16 meses de edad, adquiridas en
hatos que estuvleran bajo control sanitario, los cuales fueron evaluados por pruebas de
tuberculina, IFN-y, ELISA y PCR de moco nasal. Para determinar su estado de animal libre de
la enfermedad. Todos los animales contemplados en este experimento fueron negativos a
todas las pruebas

Las 24 becerras fueran alcjadas dentro de las instalaciones del CENID-Microbiologla-
INIFAP, donde permanecieron un periodo de adaptacion de 3 semanas, en los primeros 7
dias recibleron tratamiento - de antiblético por 3 dias y vitamina A, D, E (Anexo 1), a una dosls
de 3-5 ml de acuerdo a su peso vivo, como preventivo a la Fiebre de Embarque que se
pudiera desencadenar. Los medicamentos emple_adq_s:h)eron los sigulente:

#:] 5, 8% 6%, 12, 13" 18' 24.
'- 2,3,4,6" 8,11, 14* 15,17, 20, 21*.
211, 7, 10, 16, 18, 22 23, 24 -

Los medlcamentos fueron aplicados durante 3 dias.
“En astos animales se alsld Pasteurelia haemolytica. -~

Durante este periodo de adaptaclon a los 12 dias se desparasitaron con PARZEN,
Albandazol al 10% (Anexo 1). L.a dosis aplicada fue segin su peso corporal.

Al término del periodo de adaptacién todos los animales fueron vacunados contra
Rhinotraqueitis Infecciosa Bovina(IBR), Parainfluenza 3(Pl;), Diarrea Viral Bovina (DVB) y
Enfermedad Respiratoria Sincitial {(VRSB). (Cattle Master 4; con Reg. SAGAR B-0001-007
elaborada por Pfizer S.A. de C.V.). Posterionmente fueron revacunados a los 15 dias, con Ia
misma vacuna.

6.2 Disefio experimental

Los animales fueron divididos al azar en 4 grupos, de 6 animales cada grupo, los
cuales estuvieron estabulados durante el monltoreo de la respuesta inmune. El grupo 1 fue
inoculado subcutaneamente en el cuello con 2 dosis de 300 mg del CFPE's a intervalos de 3
semanas entre dosls. Los animales del grupa 2 se inccularon igual con 2 dosis del CFPE's,
pero ademas recibieron 200 ng de IFN-y bovino recombinante via subcuténea el cual se
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administr6 dos dias antes que los animales fueran inoculados con el CFPE's y se aplict la
misma dosis de IFN-y bovino recombinanta. El grupo 3 fue vacunado con M. bovis BCG. Los
animales del grupo cuatro representa al grupo control ¥ se inocularon con PBS como placebo.

6.3 Interfer6n-y bovino recombinante como Inmunomodulador

El interfer6n gamma bovino recombinante utilizado es distribuldo por Serotec product
data sheet, venia en una presentacién de 1 m| de agua destilada estéril; para reconstituirsa el
producto licfilizado, el cual fue obtenido de pases de sobrenadante de cultivo de tejidos de E.
colf con expreslon de IFN-y bovino recombinante - liofilizado. Su concentracidn aproximada fue
de 300 ng/ml de IFN-y bovine recombinante.

Nota: la aplicacién funcional de este producto no ha sido ensayada.

6.4 Vacuna BCG.

-

La vacuna viva liofiizada de BCG, que se aplico fue una cepa danesa atenuada de M.
bovis  (siembra Mérieux derivada de la cepa 1077 para uso intradémmico), reglistrada por el
laboratorio “Aventis Pasteur S.A". Para 0.1 ml de vacuna reconstitulda, su composicion fue la
siguiente: :

» Polvo para suspension inyaectable:
> Gémenes reviviscibles (particulas cultivables de bacilos vivos atenuados, siembra
Mérieux derivada de la cepa 1077), entre 800 000 y 3 200 000 UFC.
> Exclplentes: Dextran — Glucosa — Triton WR 1339 — Albimina humana
> Solvente: agua para preparaciones inyectables cbp 0.1 ml.
Esta vacuna es conforme a las nomas de la O.M.S.

6.5 Obtencion de extractos proteicos de filtrado de cultivo de M. bovis y M. avium.

La cepa de micobacteria que se empleo en este estudio fue M. bovis ANS y M. avium
D4. Los sobrenadantes de cultivos fueron donados por la Produciora Naclonal de Biokgicos
Veterinarios (PRONABIVE); el procedimiento para la obtencién de los sobrenadantes, fue el
siguiente; los cultivos se incubaron a 37° C durante 6 semanas, las proteinas presentes en los
fitrados de cultivo se precipitaron con cristales de sulfato de amonio [(NH,), SO, a una
saturacion final del 80 %, con agitacion constante a 4° C por 24 horas. Al trmino de este
tiempo, la soluci6n se centrifugd a 4° C por 60 minutos a 10 000 r.p.m. (Beckman rotor JS-13.1),
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para empaquetar el precipitado, el cual fue resuspendido en 10 ml de solucion amortiguadora
de fosfatos (PBS) pH 7.2, posteriormente se dializé exhaustivamente contra PBS, en bolsas de
dialisls (Spectra/Por No 3787-D40), con punto de corte de 12 a 14 kDa, a 4° C durante 36 horas
con 4 cambios de 2 litros cada uno. Después del dializado sé comprobd la ausencla de (NH,)2
S0, agregando cloruro de bario, El material asl obtenido sa designé como extracto proteico de
fitrado de cultivo (CFPE), la concentracién de proteina de los CFPE's se determiné por el
método de Bradford, para fines practicos esta concentraclon se ajusto a 35.0 pg/ml de proteina
y se dividi6 en alicuotas de 1 ml, las cuales se almacenaron a — 70 ° C hasta su empleo {78

8.6 Prueba de intradermorreaccién (ID)

La evaluacién de la respuesta Inmune celular in vivo, se realizd por medio |la
respuesta de hipersensibilidad tipo IV (respuesta tardia) doble comparativa {ID); con las
tuberculinas autorizadas para efectos de la campafia, Inoculando en las tablas de! cuello de
lado derecho, el PPD avlar en la parte superlor-feepa D4) y PPD bovino en la parte inferior
(cepa ANS5), de todos los animales experimentales, a los 6 meses después de ser
inmunizados y antes de llevar a cabo &l desafi de los animales. Ya desafiados Ios animales
y antes de ser sacrificados se realizé nuevamente la prueba de ID de la rhlsma manera, en
las tablas del cuello pero del lado izquierdo.

El procedimiento de ia tuberculinizacién fue el sigulente: el primer paso fue rasurar las
dos diferentes dreas de inoculacién, con 15 cm aproximadamente de distancia entre una y
ctra zona, se levanto el pliegue de la plel en el centro de las areas rasuradas y se midi6 el
grosor de esta utifizando un cutimetro (vernier) registrando estos valores en milimetros. La
lectura de la prueba se realizé a las 72 +/- 6 horas, midiendo con el vemier el grosor de las
reacciones, estas fueron anotadas, restando el valor de la primera lectura al de la segunda.

En cuanto a la interpretacion de la prueba Intradérmica comparativa, suele definirse el
resultado positive como una reaccién posltiva a fa tuberculina bovina y un engrosamiento
provocado por ésta superior en 4.0 mm al que produce la tuberculina aviar. El resultado se
consldera dudoso si la reaccién a la tuberculina bovina es positiva pero el aumento de
espesor es entre 1y 4.0 mm superior al de la reaccién aviar. La prueba se considera negativa
cuando la reaccion de la tuberculina bovina sea negativa o, aln siendo positiva, e!
engrosamiento sea igual © menor que el provocado por una reaccion positiva a la tuberculina
aviar, Lineamientos establacidos en la NOM-031-Z0O0-1995.,
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6.7 Prueba de Interferén-y (IFN-y) (Inmunidad celular).

La evaluacién de la respuesta inmune de los animales, se monitoreo evalusndola a
intervalos de 3-4 semanas durante el transcurso del experimento. La respuesta inmune celular
se determind cuantificando los niveles de IFN-y; la prueba sa le realizé a todos los animales,
empleando un kid comercial (BOVIGANr, Bovine Gamma Interferon Test), esta técnica es una
medida de la inmunidad mediada por células y se basa en la estimulacion in vitro de linfocitos
de sangre heparinizada, usando como antigenos derivados proteicos purificados (PPD) de M.
bovis y M.avium. Como resultado de la estimulacién antigénica, los linfoclto T circutantes
presentes en la muestra secretan IFN-y, que es medido medlante una pruesba de ELISA de
captura g,

Se obtuvo una muestra de 7 ml de sangre de la vena caudal de los 24 bovinos en
tubos con vaclo y con heparina. Las muestras de sangre fueron cultivadas siguiendo el -
protocolo de Rothel et al (1990). Se establsclo cuatro cultivos de 1.5 ml de sangre
heparinizada de cada animal, en placas de cultivo de 24 pozos. Cada cuitivo fue estimulado
con 100 p! de PPD bovino (20 pg/ml), 100 pl de PPD aviar (20 pg/ml), 10 il de concanavalina
A (Con A) (1 pg/ul} ¥ un pozo sin estimular como testigo. El cultivo se realizd durante 24
horas, en estufa de CO2 al 5% a 37°C. Una vez finalizado el cultivo, se obtuvo el plasma y fue -
depositado en microtubas y congelados a —70°C hasta la reallzacién de la prueba de ELISA
para detactar el nivel de IFN-y.

Para la prueba de IFN-y de se adiclonaron 50 pl de diluente a la placa (amortiguador
diluente para plasma). Después sa adicionaron 50 pl de muestras problemas y control a los
diferentes pozos que contenian diluente, las muestras control se adicionaron al final de cada
placa y se mezclo el contenido de cada pozo. Se incubaron a una temperatura de 25°C +/-
5°C durante 60 minutos +/- 5 min. Se retird el contenido y se realizaron 6 lavados, se coloct
la placa sobre papel fiitro y se permitié que secara. Se adiclonaron 100 pl de conjugado
(anticuerpo anti-IFN-y bovino), preparado minutos antes con el émortiguadorr diluente para
conjugado y se colocs a cada pozo. Se cubrieron las placas ¥ se incubaron a una temperatura
de 25°C durante 60 minutos. Se realiz6 ef lavado de la misma forma que el anterior lavado y
se adicionaron 100 p! del cromoégeno tetrametilbencidina (TMB), preparado con amortiguador
enzima-sustrato y H,O,. Se cubrieron las placas protegiéndolas de la luz y se incubaron a
temperatura ambiente por 30 minutos. Después se adicionaron 50 ul de solucion de paro



(0.5M H>504) a cada pozo. La lectura de la absorbancla a 450nm se realizé dentro de los 5§
min de terminada la reaccién. Los valores de la absorbancia fueron usados para calcular los
resultados y la interpretacidn de los resultados fueron graficades por grupos e z7.7e).

6.8 Prueba de Inmunoabsorclén ligado a enzimas (ELISA) (Inmunidad humeoral).

La prueba de ELISA, se basa en una reaccién antigeno-anticuerpo en la que una de las
fases reaccionantes ests inmovlliizada en una superficle sélida. La unién antigenc-anticuerpo se
revela medianta el uso de conjugados de tipo enziméatico (peroxidasa, fosfatasa alcaling, etc.) y
la adicldn de un sustrato que produce color al reaccionar con la enzima. Existen diferentes
variantes de la técnica de ELISA que permiten aumentar la sensibllidad y especificidad de la
prueba (ELISA indirecto, de captura, de competicion, sandwich, etc.). Esta prueba tiene muchas
ventajas como el estudic de muchas muestras vy en un tiempo relativamente corto, permite el
estudio en diferentes fluidos y se considera de bajo costo; pero al igual que otras técnicas,
cuenta con desventajas como 1a necesidad de e§perar varios dias tras la infeccién para detectar
una respuesta de anticuerpos, puede haber reacciones cruzadas. ;)

) Se evalud la respuesta humoral de los animales determinando los niveles de
anticuerpos hacia los antigenos micobacterianos, mediante la prueba serodiagnostica de
ELISA comparativa, empleando CFPE de M. bovis y M.avium como antigeno en el diagnéstico
de la tuberculosis bovina, a intervalos de 34 semanas durante el transcurso de todo el
experimento. Se utilizé suero, colectando sangre de la vena caudal de los 24 bovinos en
tubos de 7.5 ml con vaclo. La prueba se realizé de la siguiente manera: las placas fueron
sensibllizadas con 5 png de CFPE's de M.bovis y M.avium por separado en 100 ul de soluclén
de pegado (Buffer de Carbonatos pH 9.6) (Anexo 1) por pozo. Se incubé toda la noche a
temperatura ambiente y se descarto la solucion. Se afiadieron 100 pl de solucién blogqueadora
(3% de leche en polvo descremada en PBS y 0.1% Tween 20) {Anexo 1), incunbado por 1 hr
a 37°C. Se lavaron 5 veces con soluciéon de lavado(PBS con 0.1% de Tween 20)(Anexo 1).
Posteriormente se afadieron 100 ul por pozo de cada suero diluido 1:50 en solucién
bloqusadora y se incubaron 1 hr, en estufa de CO. al 5% a 37°C. Se descart6 la solucién y se
lavaron § vecas con salucidn de lavado. Enseguida se agregd a cada pozo 100 il de proteina
G conjugada con peroxidasa diluido 1:10 000 en solucion bloqueadora, se dsjaron incubar
1hr, en estufa de CO2 al 5% a 37°C, se descart® la solucién y se lavaron 5 veces con solucidn
de lavado. Inmediatamente se afiadié a cada pozo 100 pl de soluci6n de revelado { 10
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mi/placa de Buffer de Citratos pH 4.5, 4 mg de orto-fenilendiamina y 4 p! Hz0:}{Anexo 1). Se
par6 la reaccidn a los 10 min. mediante la adicion de S0 p! por pozo de solucidén de paro
{H2S0, 2M). Las lecturas se realizaron a 492 nm y la interpretacion de los resultados fueron
graficados por grupos.

6.9 Preparacién del Indculo bacteriano para el desafio.

El cultivo y la cuantificacién del in6culo bacteriano se realizé en la Faculiad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia — IUNAM, partiendo de una cepa aislada de campo M. bovis.
La cepa fue designada como la N° 9930 con una concentracién de 7.8x10° UFC/ml fue
ajustada a 10* UFC/ml para el desaflo intratraqueal. Esta iniclalmente se cultivé en placas de
petri con agar Middlebrook 7H11 enriquecido con 10% de OADO (medio de enriquecimiento
catalasa-dextrosa). Se tomaron de 3 a 5 colonlas con caracteristicas morfolégicas
semejantes y se sembraron en 15 ml de caldo Middiebrcok 7H9 con 1°% de OADC y 0.5 g/l
de Tween 80 (para dispersar las bacterias), el coral se incubd en un periodo de 8 dias a 37°C
en agitacién constante a una velocidad de 100 r.p.m. Al final de la Incubacién el cultivo
bacterlanc fue transferido a un matraz con 135 ml de medio fresco para incubarlas en las
mismas condiciones durante 11 dias tiempo requerido para alcanzar la fase logaritmica de
crecimiento.

La cosecha se realizd a partir del cultivo bacteriano, el cual se centrifugé en tubos de
polipropileno de 50 ml durante 15 minutos a 3300 X g lavando 2 veces con PBS 1X (cbp 50
ml). El paquete celular se resuspendié en 11 ml de medio Complet Roswall Park Memorial
Institute (RPMi-1640) con 15% de suero fetal bovino (SFB), y se paso dos veces a través de
una aguja de calibre 28 G X 13 mm utilizando una jeringa con el proposito de dispersar los
agregados bacterianos. La suspensidn bacteriana fue fraccionada en microtubos con un
volumen de 1 ml y se almaceno a —80°C hasta su empled.

Para la cuantificacion de las UFC (unidades formadoras de colonias), se tomd una
alicuota del inoculo preparado, se descongeld, incubdndola a una temperatura de 37°C
durante 40 minutes en bafio Marla. Se realizaron diluciones décuples seriadas {450 pl de
diluyente y 50 u! de soluto), sembrando 100 ul en placas de agar 7H11 a partir de la dilucion
10 a la 10°® por triplicado. Las placas se incubaron durante 3 a 4 semanas a una temperatura
de 37°C. El conteo de las UFC se realiz6 obteniendo la cantidad de UFC por ml, aplicando la
siguiente ecuacion.
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{UFC)FD){(10)= bacterias/ml
FD= factor de dilucidn

6.10 Desafio.

Los animales de los diferentes grupos incluyendo el grupo control fueron desaflados
intratraquealmente, a los sels meses después de haber sldo inmunizados, el desaflo se
realizé con una dosls de 10* UFC de la cepa virulenta de M. bovis No. 9930, alslada de casos
clinicos. Para ello los animales fueron Inoculados directamente en traquea por medio de una
aguja de calibre 18 con !a cepa virulenta. Se fomaron muestras de sangre de los animales
periddicamente para continuar con la evaluacién de las respuesta inmune tanto humora! como
celular, la evaluacion continué hasta el momento del sacrificio, que se efectut a los 5-6 meses
después del desafié, bajo condiciones humanitarias.

6.11 Inspeccién post-mortem.

Los animales fuaron sacrificados humanitariamente utilizando la pistola de émbolo
oculto, cada semana un grupo diferente. Se realizé la necropsia haciendo una inspeccion
minuciosa para determinar la presencia, extensidn y grado de las lesiones tuberculosas, o
ausencia de las mismas. Se tomaron muestras de diferentes 6rganos y tejidos, principalmente
pulmodn donde se examino individuaimente cada l6bulo, asl como de los nddulos linfaticos de
cabeza, viscerales y de la canal, para evaluacién de las lesiones macroscopicas; como se
muestra en la tabla 7.3.

6.12 Andlisls estadistico

Se analfzaron los datos empleando un paquete estadistico del programa SIGMA STAT
versidn 4. El método seleccionado fue la prueba de Dunnett para realizar las andlisis de
varianza de los resultados, con la finalidad de ver si existia diferenclas estadisticamente
significativas, evaluando el primer muestreo de los animales antes de vacunar, contra los
siguientes muestreos de animales vacunados y desafiados de cada grupo inmunizado.
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7. RESULTADOS

Los animales inciuidos en este experimento, fueron previamente anallzados con dos
prusbas diagndsticas (prueba ID de tuberculina e IFN-y), que valoran la inmunidad celular, y
otra prueba que vabra la Inmunidad humoral (ELISA), asi como también se empleé una
prusba de biologla molécula (PCR), para determinar la presencia de acido
desoxirribunucleico (DNA) del complejo M. fuberculosis. Todas las becemas incluidas en este
experimento fueron negativas a todas las pruebas anteriormente descritas.

7.1 Resultados de la Prueba de IFN-y

Para el seguimiento de la Inmunidad celular in vitro, se determiné la produccién de
{FN-y, al el inicio del experimento y peribdicamente cada 3-4 semanas.

En la grafica 1, se obseryg la produccion-de IFN-y, considerando promediés de cada
grupo, a partir de los plasmas'estimulados con PPD de M. bovis expresado en densidad
optica (DO) de 450 nm. Se muestra la respuesta celular hacia M. bovis desde que los
animales fueron seleccionados como libres de TB, dando todos los grupos_similares valores
(DO < 0.1), posteriormente al ser vacunados todos los grupos dieron una simitar produccién
de IFN-y, con un ligero Incremento del grupo vacunado con BCG (DO <0.3); fue hasta las 14
semanas, donde se observaron diferentes niveles de produccion de IFN-y, posteriormente a
las 17 semanas, se observ6 un incremento significativo del grupo que recibié CFPE's de M.
bovis, al igual que el grupo control (DO > 1.2); el grupo con CFPE's mas IFN-y, fue muy similar
a los anterlores grupos, pero en el grupo de BCG no fue tan marcado el aumento(DO < 0.8).
Todos los grupos a las 20 semanas, mostraron una disminucién en niveles de IFN-y (DO
< 0.4); a la siguiente evaluacién (semana 23) todos los grupos tuvieron un incremento muy
simllar (DO > 0.8), a excepcion del grupo de CFPE’s que mantuvo niveles bajos (DO < 0.2).
Después del desafié, todos los grupo mostraron en promedio un incremento muy elevado
en los niveles de IFN-y. Antes de ser sacrificados los animales de! grupo con mayores valores
fue el de BCG, junto con el grupo control (DO > 3.0}, seguldo del grupo de CPFE's mas IFN-y
(DO > 27), y el grupo con menor praducckén de IFN-y, fue el vacunado con CFPE's (DO >
24).
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GRAFICA 1. Se muesiran los resuitados en promedio de los diferentes grupos, de la prueba de IFN-y en DO de 450
nm., de piasmas estimulados con PPD de M. bovis.

La grafica 2, se presenta la produccién de IFN-y, ol promedio de cada grupo
axperimental, de plasmas estimuladas con PPD de M. avium. Se muestra la respuesia celular
hacia M. avium, desde el Inicio del axperimento, dando todos los grupos similares valores
(DO <0.1), fus hasta la 17° semana, después de ser vacunados donde se observo un
incremento en la produccién de IFN-y muy elevado de todos los grupos, siendo el grupo
control con més DO (> 2.7). Pero los demds grupos tuvieron vaiores (DO > 1.9).
Posteriormente a la siguiente evaluacion todos los grupos vacunados a las 20 semanas,
disminuyeron muy similar (DO <0.4}, y &l grupo control (DO > 0.5); a la siguiente evaluacion
(semana 23), todos los grupos tuvieron un incremento muy similar (DO < 0.8), a excepcion
del grupo de CFPE's que maniuvo niveles bajos (DO < 0.2). Después del desafio de los
animales, la produccién de IFN-y fue constante pero elevada tanto en el grupo vacunado con
CFPE's més IFN-y, como an el grupo control (DO > 1.4), mientras que en e grupo de BCG,
fue ligeramente menor ta produccidn de IFN-y (DO < 1.5), pero & grupo con menor DO fue e}
vacunado con CFPE's durante todas las evaluaciones post-desafio (DO < 1.03).
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GRAFICA 2. Se muesiran los resultados sn promedio de jos diferentes grupos, de ia prueba de IFN-y en DO de
450 nm de piasmes estimuiados con PPD de M. avium

£n la grafica 3, se muestran los resultados de la produccidn de IFN-y en DO de 450
nm, de plasmas estimuados con concanavalkna A {(Con A). La evaluacion con este antigeno
no se reaiizd desde ef inicio det experimento, sino hasta las 14 semanas post-vacunacion, a
diferencia de los plasmas estimulados con PPD M. bovis y M. avium, tuvieron mucho menor
respuesta, donde sus méximo niveles fueron a las 17 semanas, después de la vacunacion,
slendo el grupo de BCG con mas valores (DO > 3.8). Posterioments a la siguiente
evaluacion, todos los grupos a las 20 semanas disminuyeron muy similar (DO < 1.6); en las
siguientes evaluaciones y después del desafio, la produccion de IFN-y fue baja y constante
&n todos los grupos (DO <0.22), siendo el grupo control que tuvo un igero incremento post-
desatfio (DO > 0.27), pero al final de las evaluaciones el grupo de BCG tuvo similares DO.
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GRAFICA 3. Se muestran Jos resultados en promedio da los diferertes grupos, de la prusbe de IFN-y en DO do
450 nm de plasmss estimulados con Con A

En la grafica 4, se muestran l0s resuitados de la prueba de IFN-y DO de 450 nm,
donde se cuantifica ta produccion de IFNy de piasmas sin estimuiar a manera de control.
Slendo los vaiores muy homogénecs en todos los animales, NUNcE Mostraron un incremento
on los niveles de IFN-y conforme pasaban loa dias (DO < 0.15). Solo después del desafis los
vaiores tuveron un ligero aumento ( DO > 2.0).
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7.2 Resuitados de la prusba de ELISA

Para el seguimiento de la inmunidad humoral /n vitro, se determind la produccion de
anticuerpos por medio de la técnica de ELISA comparativa, con piaces sensibilizadas con
CFPE's de M. bovis y M.avium, desde el inicio del experimento asl como peribdicamente cada
34 semanas.

La grafica 5, muestra los resuttados en DO a 492 nm, de placas sersibiizadas con
CFPE's de M. bovis. Se muesima la respuesta de anticuerpos hacia M. bovis, desde que los
animales fueron seleccionados como libres de TB, dando casi todos los grupos valores bajos
(DO < 0.26), después de ser vacunados, ol grupo que més niveles de anticuerpos alcanzd
mmmmmdmdehmadm.hndmmﬂoomcm‘omhIFN-q(DO>D.5),
mientras que los demés grupos mostraron simitares valores constantes (DO < 0.38), fue hasta
las 14 semanas, donde todos los grupos disminuyeron los niveles de anticuerpos (DO <
0.15), a las 23 semanas post-vacunacion, tuvo nuevamente un ligero incremento el grupo
vacunado con CFPE's més IFNwy (DO >0.29). Despuée del desafic el grupo gue mosiré en
promedio un incremento conforme passban ios diss en los niveles de anticuerpos fue ol
gmpoconhdquemmemnndo(oow.dn;ngudodelampodeacsoonvdmdeoo
> 0.39; ol grupo vacunado con CFPE's mas IFN-y liego a tener vaiores de DO > 0.34 post-
Mh:nﬁenmquaelgmpovacumdooonCFPEstuwbcvmmumpost-dmﬂd
(DO <0.27).
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GRAFICA 5. Se mussiran los resultados en promedio de los diferentes grupos, do fa prusba de ELISA a DO de
492 rim de placas sensiblizadas con CFPE's de M. bovis.



En a grafica 6, se muestran los resuitados en DO a 492 rm de places sensibiizadas
con CFPE's de M, avium. Se muestra |a respuesta de anticuerpos hacia M, avium desde que
los animales fusron seleccionados como libres de TB dando casi todos los grupce valores
similares (mcom),m.mmhmmmmgmpmu
nuntMemnonunnﬂunonNddouﬁamposhaﬂnluSm.dondedgmpo
vacunado con CFPE's ummlgmmnbmuubm(oo>asa);mmmd
grupo control incremento sus vaiores desds la octava semana, hasta la 11° semana (DO <
0.33); fue hasta las 14 semanas, donde todos los grupos redujeron 108 niveles de anticuerpos
{DO < D.14), en los dias siguientes se observaron simiiares vaiores en todos 0w grupos.
Donpuhdddmﬂbdgupoquemﬂrﬂmprmedomhmdearﬂcuupaconfmm
pasaban loe dias y hasta antes del sacrificio, fue ol grupo control (DO > 0.35); seguido del
gmpodaBCG(Do<0.28),nﬂu'trsquolugmpoovmmwnCFPE'oyCFPE'snm
INF-y tuvieron similares valores (DO < 0.18).
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GRAFICA 6. S8 musetran jos resultados en promedio de los diferentes grupos, de la prueba de ELISA en DO de
492 nm de plecas sersiblizades con CFPE's de M. aviumn.

7.3 Ganancia de psso

Durante todo of experimento se monitoreo, generaimente cada mes la ganancia de
pmdohtuﬁﬂududewlbgadn.haﬁdmﬁdodacﬂmodaeﬂu;um\pom
qummmmmmnmpaMMMummdhdmmW
imwu.mugm7ummmmmmmmmmmm
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7.4 Resultados de la Intradermorreaccién

Se realizé la primera evaluacion de la respuesta a la ID (hiparsensibilidad tipo IV,
respuesta tardla) doble comparativa, posterlor a la vacunacion a los & meses de la vacunacion
y antes de ser desafiados. Inoculando el PPD aviar en la parte superior y PPD bovino en la
parte inferior de las tablas del cusllo del lado derecho de todos los animales experimentales,
los resultados se muestran en la tabla 7.1. En e! grupo 1, iInmunizado con CFPE'’s, solo un
animal se le considero como positivo ya que tuvo una reaccién pesitiva a las 72 hrs, hacia la
tuberculina bovina, con un engrosamiento de 10 mm mayor al de la tuberculina aviar; todos
los demés animales se les considero negativos, ya que, dos animales tuvieron reaccidn
positiva hacia la tuberculina aviar y tres animales no mostraron aumento evidents, y ningan
animal, delos 4 grupos, tuvo manifestaciones ciinlcas de dolor, exudacién, necrosis
circunscrita o inflamacién de vasos y nédulos linfaticos regionales.

En el grupo 2, inmunizados con CFPEs mas IFN-y, se considera solo un animal
sospechoso, ya que e! aumento de espesor de la tuberculina bovina fue de 3.0 mm; todos los
demas animales se consideran negativos, debldo a que, dos animales tuvieron un
engrosamiento significative (> 29 mm) a la tuberculina aviar, aungue hubo reaccitn también a
la tubercuiina bovina pero menor a la aviar. Un animal mostrd minimo aumento pero a la
tuberculina aviar, y dos animales no tuvieron ificremento. k

El grupo 3, vacunado con BCG, dos animales tuvieron reacclon positiva a la
tuberculina bovina, tres animales tuvieron reaccion preferente a la tuberculina aviar con un
engrosamiento > 7.0 mm. Un solo anlmal no manifestd engrosamisnto.

En e! grupo 4, control, un animal fue sospechoso, ya que la reaccién a la tuberculina
bovina fue 3.0 mm mayor a la aviar, los demas se consideran negativos, siendo tres animales
los que tuviaron engrosamiento preferentemente hacla la tuberculina aviar y un animal no tuvo
aumento evidente,



Tabla 7.1. Resultados de la prusba de ID doble comparativa de animales Inmunizados 5 meses
post-vacunacion

0/0 -
4/14 +
0/0 -
15/0 -
0/0 -
32/31 -
0/0 -
0/Q -
0/3 +/-
2/1 -
37/31 34/28 -
716 36/32 ~ .. 20128 -
5/5 18/9 13/4 -
4/4 4/4 0/0 -
6/8 12/24 6/18 +
77 16/7 1710 -
9/8 9/33 0/25 +
4/4 30/33 26/29 +/-
3/3 25/4 L2211 -
MURIO ANTES DE UNA NEUMONIA CRONICA
9/9 20/9 11/0 -
4/4 4/4 . 0/0 -
6/6 34114 28/8 -
*/b= Regultado tuberculina aviarresaitado mbercutine bovina
(+)  positivo a tuberculing bovins
(+-) sospechoso
()  megativo

La segunda evaluacién de la ID (tabla 7.2), se efectué con la misma metodologla que
en la primera ID, pero esta se realizé6 5 meses después de ser desaflados, previo a su
sacrificio; en esta evaluacién, se aplico las tuberculinas en las tablas del cusllo del lado
izquierdo , para evitar interferencias entre pruebas. Se observaron los sigulentes resultados:
todos los animales, a excepcién de dos, fueron positivos a la segunda evaluacién de la prueba
de tuberculina, dando engrosamientos a las 72 hrs. en la zona de aplicacion, en su mayoria
de los animales > 15 mm a la tubercutina aviary al de la tubercullna bovina > 25 mm. Un gran
porcentaje de los animales presentaba signos ciinicos de necrosis circunscripté y dolor al
tacto. Un animal del grupo 2 (CFPE's + IFN- 1), fue negativo con un diferenclal de
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engrosamiento de 2.0 mm menor de la tuberculina bovina, perc ambas a tuberculinas tuvieron
crecimientc > 20 mm. El otro animal negativo fue del grupo control con simllares resultados.

Tabla 7.2. Evaluacion de [a prueba de ID doble comparativa de animales desaflados
5 meses post-desafio.

+
+
+
+
+
+
+
.'.
+
35/53 20/48=19 Y
35/83 28178= ¥
25/40 17/32=15 n
35/55 28/48=20 . +
34/85 29/60=31 Y
18/50 12/43=31 +
25/42 16/33=17 +
8/45 1/38=37 +
40/50 34/45=11 +
30/30 26/27=1 -
MURIO ANTES DE UNA NEUMONIA CRONICA
a5/55 - 34/47=13 +
36/65 32/60=28 +
35/55 30/50=20 +

*a/b= Regultado tubercaline avie/resultado tuberculina bovina
{(+) positivo s mborcukina bovina

(+-) msperhoso

() pegativo



7.5 Inspeccién post-mortem

Para la inspeccién post-mortem, se analizaron los diferentes 6rganos y tejidos, asi
como los nodulos linfaticos y la zona de inoculacion (primer tercio craneal de la traquea). Sae le
dio !a siguiante interpretacién a los resultados; se le asigno (+) a las lesiones > 0.2 em y <
0.5 cm de diametro, (++) a las lesicnes > 0.5 cmy < 1.0 cm y (+++) a las lesiones >1.0 cm.

Para examinar los diferentes nédulos linfaticos (NL), éstos fueron seccionados en
cortes delgados de 2 2 3 cm de grosor, 2 manera de exponer el mayor nimero de superficies
de corte. En lo que corresponde a los 6rganos, fueron inspacclonados cuidadosamente el
riion, higado, baze y pulmén, siendo este alimo al gue se le examino visualmente la pleura
pulmonar, ¥ con palpacién firme con los dedos se reviss todo el tejldo pulmonar en bisqueda
de tuberculos pequefos, y posteriorments los pulmones fueron incididos al azar en ios
diferentes 16bulos y se examino las superficies de corte. Se obtuvieron iosgsiguientes
resultados en érganos, NL y zona de inoculacion: '

El grupo 4, que permanecld como control, siendo el grupo que mostré mayor nitmero y
grado de lesién, ademéas en todos los animales de este grupo se observaron lesiénes. el tipo
de lesién que presentaron todos los NL fue de linfadenitis supurativa, ampliamente
diseminadas (figuras 7.1, 7.2, 7.3 y 7.4), los mas afectados fueron los NL cervicales
profundos, observandose lesién en cuatro animales de este grupo con un diametro > 2.5 cm.
En fres animales los NL mediastinicos tuvieron lesién > 0.8 cm de didmetro. En 2 animales
los NL retrofaringeos medios, presentaron lesiones de > 0.5 cm hasta 3.0 cm. En los NL
cervicales supsrficiales (antes pre-escapulares), solo dos animales presentaron lesién de >
0.3 a 1.0 cm. Un solo animal tuvo lesién en NL retrofaringeo lateral con una feskon > 2.5 cm y
otro una lesién en NL mandibular de 1.0 cm aproximadamente. En ko que respoacta a la zona
de inoculacidn hubo lesién en tres animales de tamafo > 0.5 ¢m hasta 3.0 cm de aspecto
purulenio. En lo que comasponde a los érganos fue el Gnico grupo que present6 lesiones;
observando en el higado de un animal muitiples leslones de forma circulares ds aspecto
piogranulomatoso de un tamafio > 2.0 cm de diametro sobre toda la superficie hepatica, En el
pulmon de un solo animal se observd una lesién < 0.5 cm de aspecto ligeramente purulento,
en el [6bulo caudal derecho.



Fig 7.1. NL cervical profundo del animal No. Fig.7.2. NL cervical prefundo del animal No.
8, grupe control con severo grado de ksidn. 2, grupo contrel con severo grado de lesién

Fig 7.3. NL mandibular del animai No. 1, Fig.7.4. Higado del animal No. 1, grupo
grupo cordrol con severo grado de lesion. tontrol con lesiones muttifocales.

En el grupo 2, inmunizados con CFPE's més 1FN-y, solo un animal se encontré fibre de
lesiones sugestivas a TB; los demés animales, sl mostraron lesiones pero comparadao con el
grupo control las tesiones no fueron tan frecuentes, y se encontraron localizadas y de menor
tamafio (figuras 7.5, 7.8). El NL mas afectados en este grupo fueron los cervicales profundos,
encontrando lesiones < 0.2 cm hasta > 0.1 cm en cinco animales. Segukioe par los NL
fraqueobronguiales donde tres animales presentaron lesidn < 0.6 cm; y dos animales en NL
mediastinicos ¢on un grado similar de lesién. Un solo animal tenia lesion en NL retrofaringeos
medios y laterales, como también en e NL parotideo de tamafio < 0.5 cm de aspecto
ligeramente granulomatogo. En dos animales se encontro lesion de NL cervical superficial <
0.5 cm. En la zona de inoculacién, dos animales tuvieron lesién purulenta < 0.7 cm.

Fig 7.5. NL carvicat profundo del anifmat Fig.76. NL mll superficial del animat
No.12, grupa CFPE'#IFN-y , con iesidn. No. 22, grupo CEPE+iFN-y, con lesion.

En lo que corresponde al grupo 1, inmunizado con CFPE's de M. bovis, las lesiones
fueron menos extensivas y de menor grado en los NL, la mayorfa de estos fueron muy



localizadas, cercanas a la zona de inoculacién y la lesién fue de linfadenitis supurativa
(figuras 7.7, 7.8). Salo un animal presents jesion > 1 om de didmetro en un NL, otro animal
tuvo lesion en 5 NL, 2 de estas < 0.7 cm y 3 lesiones < 0.3 cm. Solo un animal fue
compietamente libre y tres animales con minimas lesiones. Los NL afectados fueron los
siguientes: 5 animales tuvieron lesién en NL cervicales profundos con un didmetro < 0.3 cm y
solo uno > 1.0 cm. En 2 animales los NL retrofaringeos medios, presentaron lesiones < 0.5
&m. En dos animales se observo lesién en NL retrofaringeo lateral con una lesidn
aproximada de 0.5 ¢cm. Un animal con lesién en NL mandibular < 0.7 em y en NL. parotideo <
0.2 cm. £n un animal Jos NL mediastinicos tuvieron lesidn < 0.5 cm de diametro y en NL
traqueobronquiales mostrd lesién < 0.5 cm. Solo un animal tuve lesién en NL cervicales
superficiales < 0.8 cm. Ningun animat mostrd lesion en la zona de inoculacion.

ETROFARINGEQ WEDIAL IZQUIEF

QAL L ems =
Fig 7.7. NL retrofaringea medial del animal Fig.7.8. NL mandibular de} animal No.14,
No, 9, grupo CFPE’s, con lesiones de menor grupo CFPE's, con lesiones de menor grado.
grado.

El grupe 3, vacunado con BCG, fue el que menos lesiones mostrd de todos los grupos
{figuras 7.9, 7.10}, encontrandose dos animales totalmente libres de lesiones, un animal con
lesidn solo en la Zona de inoculacién, un animal con lesidn dOnica en NL mediastinicos <
0.7cm y otro animal con pequefias lesiones en NL cervicales profundos y mediastinicos < 0.3
cm. Y por dltimo, solo un animal mostrd lesion en los siguientes: NL refrofaringeos medios <
1.0 cm, NL cervicales profundos > 1.0 cm y en NL traqueobronquiales y mediastinicos < 1.0
cm. Los resuttados a ta necropsia se muestran mas claramente en la tabla 7.3.

Fig 7.8. NL mediastinico del animal No. 10, Fig.7.10. NL cervical profundo dei animal No.
grupo BCG con moderada lesion. 24, grupo BCG sin lesidn como la mayoria de
los NL da este grupo.
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8. DISCUSION

En la actualidad no se ha autorizado el uso de vacunas para el control de Ia TB,
aunque se han logrado progresos importantes en la elaboracitn de nuevos tipos de vacunas.
La principal causa de no implementar calendarios de vacunacién se debe a que la mayoria de
las vacunas experimentales no han podido ser completamente efactivas y algunas de éstas
dan falsos positivos a la prueba de ID. En las ultimas décadas se ha estudiado la eficacia de
distintos compuestos inmunomodutadores, los cuales se han utilizado en el campo veterinario
principalmente para incrementar la resistencia a enfermedades. Sin embargo, aunque existe
una lista cada vez mayor de diversos tipos de vacunas, hasta el momento ninguna ha podido
ser superior a la BCG en modelos animales g,

Los resultados de este estudio proporcionan evidencia que la inmunizacién con
CFPE's {grupo 1) y BCG a bajas dosis (grupo 3), puede reducir el nimero y la severidad de
. ‘lesiones tuberculosas en ganado desafiado con™M. bovis. Contra lo esperado, los animales
Inmunizados con CFPE’s mas IFN-y, mostraron mayor nimero de lesiones que los animales
de los otros das grupos vacunados. Ninguno de los esquemas de vacunacitn previno al 100%
la infeccién, ya que en todos los grupos se encontraron animales con lesionas. Esto puede ser
en parte debido a la dosis de desafio (10* UFC) mayor que una dosis natural infactante, lo
que provocd que el grupo control mostrara lasiones severas semejantes a las que se
encuentran en tuberculosis crénica o miliar. Sin embargo, dos de los animales del grupo 1y
uno del grupo 3 estuvieron libres de lesiones y la severidad de las lesiones en los demas fue
mucho menor que en los animales controlas. Estos resultados concuerdan con lo que ha sido
reportado anteriormente para la BCG g g9

Los niveles de IFN-y y de anticuerpos fueron bajos post-vacunaclén. Se ha reportado
en anteriores estudios de vacunacién que la respuesta inmune no es necesaria para una
mejor proteccion y se ha sefialado la falta de comelacion entre los niveles de citocinas post-
vacunacion y de proteccién contra TB w9. En lo que se refiere a la evaluacion de los niveles
de IFN-y, se muestra claramente como a la 17° semana post-vacunacién, hubo un incremento
en plasmas estimulados con PPD de M. bovis y PPD de M. avium, aunque los resultados
muestran claramente como la respuesta fue mayor hacla M. avium 6 micobacterias atipicas,
por lo que se supone que el incremento fue debido al cambio de dista que se reallzé cercana
a esta fecha, la cual posiblemente estaba contaminada con gallinaza, siendo ésta muy usada
para balancear dietas de bovinos en el Estado de México. Estos resultados se ven reflejados
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tamblén en la prusba ID doble comparativa de los animales antes de desafiar, donde la
mayoria muestran mayor tendencia hacla el PPD aviar, desgraciadamente los experimentos
en campo estan expuestos a estas variantes dificlles de controlar. Pero previo a la 17°
semana la produccién de IFN-y, fue ligeramente mayor en el grupo vacunado con BCG, a
diferencia de los ofros grupos, y comelaciond en lo observado al desafio ya que este fue el
grupe con menor numero de lesiones. Basandose en esto, se puede sugerir que a mayor
produccién de IFN-y post-vacunaclon, mayor seréd la inmunidad protectora hacia desafios con
M. bovis. Es importante mencionar que al realizar el andlisls de varianza, en donde se evalud
el primer muestreo de los animales antes de vacunar, contra los sigulentes muestreos de
animales vacunados y desafiados de cada grupo inmunizado. En la produccién de IFN+y, el
grupo 1 mostrd diferencias significativas a (P < 0.05) a partir de la 5° semana post-
vacunacién, mientras que e! grupo 2 y 3 mostraron diferencias significativas (P < 0.05) a
partir de la 3° semana post-vacunacion hacia plasmas estimulados con M. bovis. Ninguno de
los grupos mostraron diferenclas significativas (P, < 0.05) en los plasmas estimulados con M.
avium, hasta la 17° semana, en los cuales se observé la modificacion de nuestros resultados.
Se realiz6 la misma metodologia para el andlisis de varianza para la prueba de ELISA
sensibilizada con CFPE's de M.bovis y M. avium, y no se mostrd en ninguna etapa de la
vacunacion o del desafio, que las DO tuvieran diferencias significativas (P < 0.05), entre
antes de vacunar y después de vacunar.

En cuanto a los animales inmunizados con CFPE’s més IFN-y, se observé una mayor
respuesta de anticuerpos en los sueros, a partir de la 5° semana y hasta la 11° semana, los
demas grupos Inmunizades no mostraron variabilidad en las DO diferentes entre antes y
después de vacunar. Esto nos muestra que la respuesta humoral no tiene influencia en la
inmunidad protectora hacia desafios con M. bovis, ya que el grupo 3 fue el que mastrd menor
grado de proteccidon 6 mayor numero de lesionas, de los tres grupos inmunizados. Esto se
puede atribuir al predominic de la respuesta de tipo celular en bovinos infectados o vacunados
en este casc, ya que para que la respuasta humoral sea claramante reflejada es necesario
que exista una gran cantidad de micobacterias y de antigenos libres presentes en las
lesiones que induzcan la produccidn de anticuerposeo, ¥ se considera que en la infeccion
inicial 1a carga bacteriana es baja, existiendo entonces un gran predominio de la respuesta
celular en la prueba de IFN-y; es por eso que en los resultados de ELISA se muestra cémo al
final del desafié el grupo control es el que nos da mayor nivel de DO en promedio en
comparacion a los demas grupos.
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El empleo de la prueba de ID, ha demostrado su gran utilidad para el control de la TB a
nivel mundial, sin embargo su sensibilidad y especificidad son bajas, como se muestra en este
estudio, donde se observé que animales que no presentaron leslones a la necropsia, fueron
positivos a la prueba de tuberculina doble comparativa, como los animales 3, 7, 11, 16 y 24,
mientras que animales que fueron negativos a la prueba de ID como el 2 y 17, tuvieron
distribucién de lesiones en diferentas NL. En particular el animal 2 mostré amplia distribucién
de estas lesiones, por lo cua! se consideraria que estos animales serlan una fuente importante
de infeccidn. Es por eso que en la Ultima década se ha sugerido implementar més tipos de
técnicas diagndsticas complementarias a la ID, tales como la prueba de IFN-y, que es mas
sensible que la técnica de ID ya que IFN-y mide directamente la CMI, mientras que la JD mide
la hipersensibilidad tardia, aunque en este experimento todos los animales tuvieron DO altas
en la prueba de IFN-y por haber estado desafiados directamente con M. bovis. También se
suglere el uso de la prueba de ELISA para determinar la presencia de anticuerpos contra
CFPE’s bovino, ya que en este experimento los animales libres de lesiones tuvieron DO bajas
en ésta técnica y el animal 17 tuvo DO > 0.45 (alta como "para considerarse positivo). Esta
prueba detecta animales anérgicos que no responden a la prueba de ID, en donde se
establecen puntos de corte segin la prevalencia de los hatos, como ya se ha reportado
anterlormente (s Esta técnica se puede complementar ademas con el uso de la PCR, la cual
es una prueba muy senéible y especifica, ¥y que ayuda a detectar animales aparentemente

sancs.

La TB es una enfermedad cronica y progresiva que merma la condicién fisica y
productiva de los animales, siendo éste uno de los signos mas caracteristicos de la TB, se
evalud la ganancia de peso para cbservar qué animales padrlan ser mas afectados tras el
desafi6. Los animales del grupe 2, inmunizados con CFPE's mas IFN-y, que fue el que mostré
menor proteccion de los 3 grupos vacunados, fue el mas afectado en ganancla de peso junto
con el grupo control. Se observé que los animales del grupo 1 y 3, no fueron afectados en su
peso, tenlendo un buen peso final y mostrando conforme pasaban los dias una ganancla de
peso bastante aceptable, lo que representa una ventaja adiclonal para el ganadero.

Se sabe gue la edad de los animales al momento de la inmunizacién juega un papel

crucial para tener una mejor inmunidad protectiva en ésta y otras enfermedades, esto se ha
evidenciado en anteriores estudios reslizados con la BCG en ganado (s En esta
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investigacion, se observd que la mayoria de los animales inmunizados a una edad menor de
14 meses no mostraron lesiones extensivas, ni de gran tamafio.

Es importante menclionar que los animales experimentales no fueron sometidos al
estrés constante caracteristico de los bovinos productores de leche, como lo es la ordefia
diaria y los partos consecutivos, lo que origina una fuerte depresién del sistema inmune. Por
esto la TB, tiene mayor Incidencla 0 mayor facilldad de desencadenarse en los bovinos
productores de leche, en comparacién con los bovinos productores de came, donde es
menos probable la presencia de TB y seria importante desaflar a la propia vacuna a estos
factores desencadenanies.

La vacunacién con BCG y CFPE's mastré eficacia en la proteccién contra el desarrollo
de lesiones extensivas a diferentes 6rganos, por lo que se considera que puede ser una
herramienta importante en el control. de la TB_. ya que pemitirla minimizar el impacto
econdmico que conlleva esta enfermedad y los riesgos de transmisién a la poblacién humana,
actuando como altemativa o complementc a ofras medidas sanitarias de manejo,
principalmente en zonas de alta prevalencia y en lugares donde es econdmicaments
imposible el sacrificic de animales. Actualmente se puede diferenciar por medio de PCR,
aquellos animales vacunados que a |a,prusba de ID den falsos positivos, ya que por medio de
esta prueba se puede dliferenciar facilmente animales infectados con M, bovis de campo de
los animales vacunados con BCG o CFPE's.
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9. CONCLUSIONES

La vacuna de BCG a bajas dosis indujo una buena proteccién. La vacunacién con
CFPE's, produjo una proteccién aceptable, ya que las leslones sugestivas a tuberculosis
fueron observadas en NL cercanos a la zona de inoculacién, siendo mas pequefias y mas
escasas en comparacion al grupo control, con tendencia del NL a encapsular las
micobacterias, sin mostrar lesiones extensivas en ofras partes del cuerpo. No existié6 un
adecuado sinergismo entre el CFPE's e IFN-y, como se mostré en el grupo 3, a pesar de ser
el IFN-y pieza clave en ta CMI, slendo éste fundamental para lograr una comrecta proteccion
contra la enfermedad. Se debe investigar los adyuvantes apropiados que estimulen una mejor
respuesta inmune en bovinos; e incrementar el estudio de iz inmunologla hacia TB, para tener
ias bases claras para dasarrollar mejores vacunas gue confieran una protecclon adecuada,

Los animales después de haber sido Jnmunizados no mostraron aleraciones
fisiologicas post-vacunacion, ni mostraron reacciones indeseables en el sitio de aplicacion.
Después del desafio, los animales de los grupos 1y 2 no mostraron afecclones fisiolégicas, ni
mucho menos pérdida de peso, que es una caracteristica muy comin en bovinos al estar
infectados con TB.

Es importante tener conocimiento de las técnicas auxillares para el diagnéstico de TB,
asi como de la comrecta interpretacién de los resultados, para evitar diagnésticos eméneos y
por lo tanto Inadecuadas medidas de centrol, como el sacrificio de animales falsos positivos,
que no muestran lesion alguna a la necropsia. En este estudio la prusba de ID, mostré tener
baja sensibllidad y especificidad ante los desafios con M. bovis.
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10. ANEXO 1 DE REACTIVOS Y FARMACOS

Reactivos

Solucidn de pegado. Buffer de Carbonatos 0.06M pH 9.6

Bicarbonato de sodio (NaHCO5)

3.80_gr.Mitro de agua destilada

Carbonato de sodio {Na,CO5)

1.93 gr.flitro de agua destilada

Solucién de lavado. Buffer de fosfatos (PBS) 0.01M pH 7.4 con NaCi y

0.1% de Tween 20

Fosfato disddico hidrogenado (Na,HPO,)  1.10 gr./litro de agua destilada

Fosfato de sodio dihidogenado (NaH,PO,) 0.32 grAlitro de agua destilada

Cloruro de sodio {(NaCl)

8.5 grfiitro de agua destilada

Twesn 20

0.5 ml.filtro de _agua destilada

Soluclén bloqueadora, 3% de leche descremada en PBS y0.1%

Tween 20

Fosfato disbdico hidrogenado (Na;HPO,)  1-10 gr./ltro de agua destilada

Fosfato de sodio dihidogenado (NaH,P0,) 0.32 grfliro de agua destilada

Cloruro de sodlo (NaCl) 8.5 gr.fiitro de agua destilada
Tween 20 0.5 ml.flitro de agua destilada
Leche descremada en polvo 3 gr. para 100 m!

Solucién de revelado. Buffer de Citratos pH 4.5

Acido citrico (CgHgO-)

4.6 gr.flitro de agua destilada

Citrato trisodio (NasCeHs0;. 2H20) 7.64 gr.itro agua destilada
Orto-fenilendiamina 4 mg./ 10 mi
_Agua oxiganada (HgO_z) 4 /10 ml
Farmacos

Ericlor T

Tianfenicol 20 gr
Ambroxol clorhidrato 3gr
Dipirona sddica Sar
Vehiculo cbp 100 ml
Formicina 5

Penicilina G procainica 5000000 U.I
Estreptomicina base 625gr
Tripsina 78.125 U.I

Ampolleta con diluyente estéril

chp 20 mi

52



Nuflor

Florfenicol 300 mg.
Vehlculo cbp 1mi
Parzen. Bovinos 10% C.S.

Albendazole 10gr.
Sulfato de cobatlto 1.5¢r.
Selenito de sodio 250 mg.
Vehlculo cbp 100 ml
Vadegol - Vitamina ADE

Vitamina A 500,000 U.I.
Vitamina D 75000 U.I
Vitamina E 100 U1,
Exciplente cbp 1ml
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11. ABREVIATURAS

BAAR
BCG
CFPE's
CMi
conA
DvB
ELISA
GM-CSF
HNO,
IBR

ID
IFN-y
IL

LAM
mAGP
MIF

NK

NL

NO
NO,
OMS
PBMC
Pl
PPD
PRONABIVE
RPMI
SFB
ST-CFPE's
B
TCR
Th
TMB
TNF
UFC
VIH
VRSB

Bacilo &cido alcohol resistente

Vacuna del bacilo Calmette-Guérin

Extracto proteico de filtrado de cultivo
Inmunidad mediada por células
Concanavalina

Diarrea viral bovina

Inmunoensayo ligado a enzimas

Factor de activacion de colonias de granulocitos y monocitos
Acido nitrico

Rhinotraqueitis infecciosa bovina

Prueba de intrademoreacciin

Interferon gamma

Interleucina

Lipoarabinomanano

Peptidoglicano

Factor inhibicién de migracidn

Células asesinas natural

Nddulo linfatico

Oxido nitroso

Oxldo nitrico

Organizacién Mundial de la Salud

Células mononucluares presentas en sangre periférica
Parainfluenza 3

Derivado proteico purificado

Productora nacional de blolSgicos veterinarios
Complet Roswall park memonial institute
Suero fetal bovino

CFPE’s obtenido en tiempo corio de crecimiento
Tuberculosis bovina

Receptor de células T

Linfocito T cooperador

Cromegeno tetrametilbencidina

Factor de necrosis tumoral

Unidades formadoras de colonias

Virus de la Inmunodeficienclia humana
Enfermedad respiratoria sincitial
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