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RESUMEN

La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa, producida principalmente por
Mycobacterium bovis, que guarda importancia por el riesgo que representa para la salud humana y
por los efectos negativos que ocasiona a la industria pecuaria. El desarrollo de una inmunidad
protectora contra la tuberculosis, se favorece por la estimulacion de linfocitos T especificos
productores de IL-2 e IFN-y, conocidos como Th1, no obstante, la coexistencia y magnitud de
activacion de linfocitos Th2, productores de IL-4 e IL-10 posee influencia negativa en la regulacién
de la respuesta de linfocitos Th1, por tanto, la cinética de transcripcién de los diferentes y
principales mediadores de estas poblaciones celulares provee una ventana para evaluar la
respuesta inmune no solo durante el desarrolio de la tuberculosis, sino también en la evaluacién de
vacunas contra la enfermedad. A este respecto, existe evidencia de que la vacuna viable BGG y
las proteinas presentes en el filtrado de cultivo de M. bovis contienen antigenos relevantes
capaces de inducir una respuesta inmune protectora, misma que es posible incrementar con la
aplicacion exégena de IFN-y, por tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la eficacia de la
vacuna BCG y del extracto proteico de cultivo (CFPE) de M. bovis, asi como el efecto
inmunomodulador del IFN-y, en bovinos vacunados mediante el analisis de expresion de citocinas
(IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10) por medio de la trascriptasa reversa de la reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR). Para lo cual se utilizaron 24 becerras Holstein de 8-12 meses de edad
negativas a las pruebas de diagnédstico de TB (tuberculina, IFN-y, ELISA y PCR), divididas en
cuatro grupos. El primer grupo represento el grupo control; el segundo, se vacuno con BCG; el
tercero, con CFPE y el cuarto, con CFPE mas IFN-y. Seis meses después de la vacunacion los
animales se desafiaron intratraquealmente con una cepa de campo de M. bovis a una dosis de 10*
UFC. Los animales se sacrificaron humanitariamente seis meses después para realizar una
inspeccién postmortem. La respuesta inmune celular de los diferentes grupos se monitoreo y
evalué mediante la produccién de IFN-y en cultivos de leucocitos estimulados con PPD bovis y los
antigenos purificados de M. bovis BCG el Dip Z y el complejo 45-47, seleccionados por su
capacidad para inducir una importante respuesta celular, ademas se estimularon céiulas con el
mitégeno concanavalina (Con A). Los sobrenadantes de los diferentes cultivos se colectaron a las
72 h para evaluar la produccion de IFN-y mediante un ensayo de ELISA. Por otro lado, se extrajo
el RNA de los mismos cultivos celulares para determinar la expresion de las citocinas por RT-PCR,
empleando iniciadores especificos para cada una de ellas, teniendo como control positivo interno
el gen de la B-actina. La expresién de las citocinas fue considerada como la intensidad relativa de
las bandas que correspondieron a los productos de amplificacién comparando con la intensidad del
producto de la B-actina, utilizando el programa LabsWorks 4.0. De acuerdo a los resuitados la
mayor produccién de IFN-y se observé en los cultivos celulares del grupo vacunado con BCG
principalmente con los antigenos purificados mas que con el PPD bovis dias antes del sacrificio;
una respuesta similar se observé en el grupo vacunado con CFPE con el antigeno 45-47.
Mediante el analisis semicuantitativo de! RT-PCR se determiné que las células del grupo vacunado
con BCG presenté una expresion importante de IFN-y con PPD bovis y Dip Z cuatro meses
después de la vacunacion, mientras que las expresion de ésta citocina fue practicamente nula en
los otros grupos vacunados. En tanto que, el-grupo vacunado con CFPE + IFN-y presenté una
expresion significativa de IL-4 en el mismo periodo evaluado. Seis meses después del desafio la
expresion de IFN-y fue significativa en los diferentes grupos a excepcién del grupo vacunado con
CFPE, correspondiendo entonces a un patron de respuesta tipo Th1. No obstante, en el grupo
vacunado con CFPE + IFN-y fue observable una expresion importante de IL-10 conjuntamente con
IFN-y, coexistiendo en este grupo ambos tipo de respuesta Th1 y Th2. Las lesiones se localizaron
principalmente en los linfonédulos cervical profundo, retrofaringeos y mediastinicos para los
diferentes grupos, siendo mas extensas en el grupo control que en los grupos vacunados, por lo
que la vacunacion con BCG y CFPE podrian ser consideradas como herramientas para el control y
erradicacion de la tuberculosis bovina.



SUMMARY

Bovine tuberculosis (TB) is an infectious-contagious disease, produced mainly by Mycobacterium
bovis; it is important due the risk that represents for human health and for the negative effects that
causes to the cattle industry. The development of a protective immunity against the tuberculosis, is
favored by the stimulation of specific Th1 lymphocytes, producers of IL-2 and IFN-y; however, the
coexistence and magnitude of activation of Th2 lymphocytes, producers of IL4 and IL-10 have
negative influence in the reguiation of the response of Th1 lymphocytes. Therefore, the kinetics of
transcription of the different mediators of these cellular populations provide a window to evaluate
the immune response not only during the development of tuberculosis, but also in the evaluation of
vaccines against the disease. In this respect, evidence exists that BGG and the proteins present in
the culture filtrate of M. bovis contain relevant antigens, able to induce a protective immune
response, same that is possible to increase with the exogenous application of IFN-y. Therefore, the
objective of the present study was to evaluate the effectiveness of the BCG vaccine and the protein
extract of culture filtrate (CFPE) of M. bovis, as well as the inmunomodulador effect of the IFN~y, in
vaccinated bovines through the analysis of the expression of citokynes (IFN -y, IL-2, IL-4 and 1L-10)
by means of the reverse trascriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). For which 24 Holstein
yearling calves of 8-12 months of age, negative to the tests for TB diagnosis (tuberculin, IFN -y,
ELISA and PCR), were divided in four groups. Group 1 constitutes the group control; group 2 was
vaccinated with BCG; group 3, with CFPE and group 4 was vaccinated with CFPE and IFN-y. Six
months after the vaccination the animals were challenged in intratracheal way with 10* UFC of a
field strain of M. bovis. The animals were sacrificed six months later and postmortem inspection
was carried out. The cellular immune response of the different groups were evaluated by means of
the production of IFN-y in cultures of leukocytes stimulated with PPD bovis and purified antigens of
M. bovis: BCG, DIP Z and complex 45-47, selected by their capacity to induce an important cellular
response; in addition cells were stimulated with the mitogen concanavalin A . The supernatants of
the different 72 cultures were collected to evaluate the production of IFN-y by means of an ELISA
test. On the other hand, the RNA of such cellular cultures was extracted to determine the
expression of the citokynes by RT-PCR, using specific primers for each one of them, and as internal
positive control the B-actine gene. The expression of the citokynes was considered like the relative
intensity of the bands that corresponded to amplification products comparing with the intensity of
the product of B-actine, using the program LabsWorks 4.0. According to the results, the greater
production of IFN-y was observed mainly in the cellular cultures of the group vaccinated with BCG
and stimulated with the purified antigens rather than with PPD bovis, days before the sacrifice. A
similar response was observed in the group vaccinated with CFPE and stimulated with the antigen
45-47. By means of the semiquantitative analysis of the RT-PCR it was determined that the cells of
the group vaccinated with BCG bovis displayed an important expression of IF-y with bovine PPD
and DIP Z four months after the vaccination, whereas the expression of this citokyne was practically
null in the other vaccinated groups. The group vaccinated with CFPE + IFN-y presented a significant
expression of 1L-4 in the same evaluated period. Six months after the challenge IFN-y expression
was significant in the different groups with the exception of the group vaccinated with CFPE,
corresponding then to a Th1 type-respense=+owever, in the group vaccinated with CFPE + IFN-y
an important expression of IL-10 jointly with IFN-y was observable, coexisting in this group both
type of immune responses, Th1 and Th2. The injuries were located mainly in the cervical deep,
retropharyngeal and mediastinum lymph nodes for the different groups, being more extensive in the
group control that in the vaccinated groups; therefore the vaccination with BCG and CFPE could be
considered like tools for the control and eradication of the bovine tuberculosis.
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1. INTRODUCCION

La tuberculosis bovina (TB), es una de las més importantes enfermedades zoondticas a nivel
mundial y por lo tanto representa un serio problema de salud publica, ademas de causar graves
pérdidas econdmicas en gran parie del mundo en la industria ganadera (Morris of al., 1994). Los
casos documentados de tuberculosis en humanos, ocasionada por Mycobaclerium bovis (M.
bovis), han ido incrementando en las ultimas décadas en los hospitales (Bouvet et al., 1993). Para
poder reducir la incidencia de TB , algunos palses han implementado programas de control y
erradicacion, basados principalmente en la realizacién de la prueba de intradermorreaccién (ID) y
el posterior sacrificio de (os animales en caso de ser positivos, pero constantemente se buscan
alternativas que permitan el control, sin que represente el sacrifico del ganado, por o que hoy dia
se busca desarrollar alternativas, entre ellas una vacuna que a largo plazo logre controlar la
enfermedad (Milian et al, 2003). Es por ello que e! estudio de la estructura molecular del
Mycobacterium sp en los Ultimos afics se ha desarrollado y a travéds de métodos biotecnoldgicos
se estudia la identificacién y la caracterizacion funcional de los productos de los genes para poder
entender los mecanismos de patogénesis, por los cuales el Mycobaclerium causa Infeccién, asi
mismo $e han logrado purificar y analizar algunas proteinas, que representan la oportunidad de ser
consideradas coma antigenos y por lo tanto son estimados como altamente potenciales para el
diagnéstico de la tuberculosis (Espitia, et al., 1992). Sin embargo es importante recalcar que estos
astudios se han realizado con especies de Mycobacterium que no son patbégenas, pero que los
productos de expresion de los genes, son similares a las proteinas de M. fuberculosis (Torres, et
al., 2001). Se sabe que para que se lleve a cabo la respuesta inmune en el individuo, son
necesarios la participacién de mittiples antigenos, lo que lleva a analizar la mayor cantidad posible
de ellos, para poder en un futuro desarrollar un método de diagnéstico y una vacuna eficaz
(Colangeli, et al., 1998), En ta actualidad estas alternativas van enfocadas a la investigacion sobre
aquellog antigenos que son identificados como propios de la vacuna de M. bovis BCG y que
puedan ser distinguibles de aquellos propios del M. bovis causante de la TB (Bedwel et al., 2001).
Entre los antigenos mas estudiados estan: 38 kDa, PE-PGRS, ESAT-8, Dip-z, complejo 45-47,
cada uno por su lado envian senalizaciones al interior del sistema inmune para activar una
respuesta de tipo protectiva, que tratdndose de un microorganismo Intracelular como M. bovis, la
respuesta ideal es de tipo ceiular, y de la cual se estima la expresién de moféculas llamadas
citocinas y que van a favorecer la activacion de linfocitos especificos (Buddle et al., 2001). Estas
citocinas dependiendo del estadio de la enfermedad son el resuitado de la estimulacién y
activacién de linfocitos Th1 o Th2, ya sea interferén gamma (IFN-y) & interleucina 2 (IL-2), para el

primer caso, IL-4 ¢ 1L-10 en el segundo caso (Mosmann y Coffman, 1988).



Se han logrado desarrollar vacunas a nivel de laboratorio, que contienen uno o varios antigenos |
y al realizar su evaluacién provocan la secrecidn de valores aitos de cilocinas que protegen conira
la enfermedad, como (FN-y e IL-2. el inconveniente es que interfieren con el método de
diagndstico convencionai, por [o que se busca hoy en dia una vacuna que puada ser usada para
controlar la enfermedad, que no interfiera con el diagnéstico y que su aplicacion en los animales
sea practica (Skinner, el af., 2001),

1.1. Historia de la tuberculosis bovina

Cuando el hombre era némada, vivia aisladamente, y la presentacién de la tuberculasis era de
forma esporadica, por lo que en esta stapa no representaba alto riesgo para otros grupos, sin
embargo cuando se empezd a desarrollar 1a agricultura y la domesticacién, el hombre se hizo
sedentario, y la enfermedad comenzé a presentarse con mayor frecuencia, en comparacién con ja
elapa anterior, sin dejar da ser su aparicién ocasional. Hoy dia se sabe que {og primeros en ser
afectados por esta enfermedad fueron los animales, por M. bovis, y posteriormente el humano,
antecedidos por primates (Morris et 21.,1985). Conforme fueron credndose asentamienos
humanos, la diseminacién de la enfermedad fue gradual al mismo tiempo que la densidad
poblacional. Primero por los viajes de reconocimiento de nuevos terrtorios y la apertura del
comercio, la diseminacién se hizo evidente. Hacia el siglo XVI se le consideré una enfermedad
altamente contaglosa (Rastogi ef al., 2001). Entre 1700 y 1800 la prevaiencia de la tuberculosis,
alcanzo niveles maximos tanto en Europa Occidental como en Estados Unidos, lo que provocd
numerosas muertes, acrecentandose con el inicio de la Revolucién industrial en 1780, donde no
solo sa presentaban muertes, sino también incapacidades (Kochi, 1981). Esto contribuyo a que la
enfermedad se extendiera al resto del mundo, que anos después provoco innumarablas mueres
{Bioom, 1994).

Se tienen datos de que algunas momias encontradas en Egipto con edad de hace 3,000 aios
murieron a causa de tuberculosis, por el hallazgo de representaciones de barro y pinturas, que
muestran deformaciones dseas caracteristicas de la tuberculosis; en momias del Peru de-hace 7200
DC se ha hecho evidente !a presencia de la enfermedad, al encontrar tuberculosis pulmonar y la
ptesencla del bacillo Acido resistente. En Europa, surgid la aleta cuando se desamolld una
epidemia llamada “La plaga blanca™, lo que provocd que se tomaran medidas medioambientales.
Enlaindia, la enfermedad era muy rara en la primera mitad del siglo XIX. (Morris et al., 1985).

La enfermedad en el ganado fue descrita por vez primera por Columella en el norle de ltalia en el
siglo XIV. Los anatomistas italianos A.M. Valsalva y G.B. Margani. en el siglo XVII, se preocupaban
por el allo riesgo de contagio de |a tuberculosis, pefo hasta 1865 el vetennario francés Jean

Antoine Villemin, comprobd esta teoria, a través de la infeccion de conejos. con exudado de



lesiones de humanos. A princlpios del siglo XIX los trabajos de los médwcos franceses Gaspart
Laurent Bayle y René Laénec establecieron las formas y estadios de la tuberculosis como
enfermedad; ambos fallecieron por su causa. Hasta 1882 Koch, aisldé el M. tuberculosis
identificandelo como agente causal de l2 tuberculosis en humanos y en 1891 realizé fa preparacion
de Ja tuberculina, posteriormente en 1902 Smith describié el M. bovis como patégeno causal de la
tuberculosis an bovinos. De 1908 a 1920, Calmette y Guénn usaron un medio de cultivo especlifico
para disminuir la virulencia de! bacilo M. bovis dando la pauta para el desarrollo de la vacuna de
Calmefte- Guérin (BCG), usada por vez primera en 1921 hasta hoy en dia, solo en humanos y
experimentalmente en animales (Marchal,1992).

Diversos palses han podido controlar y/o erradicar la enfermedad, a través de las pruebas de
diagnéstico y programas de sacrificio de animales reactores a la tuberculina, sin embargo la
presencia de la TB pasa desapercibida en muchos palses. Algunos animales de vida silvesire son
reservorlos y por lo tanto diseminan el M. bovis al ganado, por lo que la erradicacién es
consliderablemente diflcil (Bloom y Murray, 1392).

En los palses industrializados la tuberculosis, ha dejado de constituir un problema desde hace
iempo, no slendo el mismo caso para paises en desarrollo, donde la prevalencia anual se estima
de aproximadamente 4 millones de casos clinicos, de los cuales el 25% desencadenan en muerte.
Anualmente esta enfermedad es responsable de la muerte de 2 millones de personas (incluidas las
personas infectadas con el VIH), siendo las regiones mas afectadas el Africa subsahariana, el
sureste de Asia y Europa del Esle, teniendo en cuenta que la tuberculosis en humanos por M.
bovis conlribuye imporiantemente en el ciclo de la tuberculosis en bovinos en estos continentes
(Dabom et al., 1993).La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que, si el control de la
enfernedad no mejora, entre el 2002 y e} 2020, alrededor de 1.000 millones de personas en el
mundo se Infectardn, 150 millones conlraeran )a enlermedad y 36 millones morirdn como
consecuencia de esta enfermedad, tanto por cepas de M. {ubsrculosis y algunos por M. bovis
(Casal, 1998).

A pesar de que esta enfermedad es muy antigua, y con el previo conacimiento de los graves
efectos sobre la salud publica y la produccién animal, no fue si no hasta principios del siglo XX,
cuando se le puso atencidn a estos factores de riesgo. En Alemania e Inglaterra hasta el 50% del
ganado lechero presentaba lesiones tuberculosas en la inspeccién post-mortem en el momento del
sacrificio y el suminisiro de leche contaminada con M. bovis producla infeccién tuberculosa
primaria sobre lodo en nifos y mas del 20% de los casos de tuberculosis infanlil era debida al M.
bovis en estos palses (Kochi, 1891).



1.2. Agente etioldgico de la tuberculosis bovina

El género Mycobaclerium es el mayormente definido y estudiado en Microbiologia, causante de
diversas variantes de tuberculosis en humanos y animales. Son organismos sin esporas que
contienen arabinosa y gatactosa en la pared celular (Kissane, 1985; Chapman, 1997). EI M. bovis,
es una bacteria intracelular que es capaz de sobrevivir y persistir dentro de las células
mononucleares, este microorganismo tiene la capacidad de evadir la respuesta destructiva de los
macréfagos, escapando de ella y manteniéndose dentro de ellos (Stenger y Modlin, 2002).
Conserva una caracteristica importanie, el ser carente de motilidad, con morfologia bacilar y
considerarse como aerobico (Rastogi et al., 2001). Este microorganismo crece mejor en medio
Lowenstier-Jensen’s, y para su aislamiento el medio Middlebrook’s 7H10 en combinacién con et
anterior. Para el crecimiento de M, bovis, son necesarias algunas semanas para poder ver las
coloniag en el medio, ya que se les considera de crecimilento lento, ademas de necesitar una
temperatura de 33 a 38°C (Collins et al., 1985).

La micochacteria &s un bacilo acido-alcohol resistente caracterizado por una pared celular rica en
cera, constituida por una larga cadena de Acidos grasos, como acidos micdlicos, glicollpidos como
lipoarabinomanana (LAM), glicolipidos peptidicos y fendlicos, sulfotipidos y otros; ademas la pared
también es rica en polisacandos principalmente peptidoglicanos y arabinogalactanos (Kaufmann y
Hess, 2000, Jumperz y Brenner, 2001). La hidrofobicidad de la pared celular no solo es
responsable de que la micobacteria sea considerada como acido-resistente, sino que ademas la
hace resistente al complemento, a quimicos acidos, alcalinos o a desinfectantes, tal vez la mayor
importancia recae en que promueve Ja replicacién micobacteriana dentro de tos fagosomas de los
macréfagos, por medio de senalizaciones, evitando la maduracién del fagosoma y por consiguiente
la fusidn con lisosomas, con esto la micobacteria puede sobrevivir por largos periodos dentro de
los macréfagos (Kaufmann y Hess, 2000). Se tiene conocimiento de que la envoltura celular de la
micobacteria le permite adaptarse para poder crecer intracelularmente, adherirse a los macréfagos
del huésped y poder obtener los nutrientes necesarios de las células huésped, asi como inhibir las
propiedades microbicidas de este, controlar la muerte de las células infectadas y conferir
resistencia a los antibibticos. (Rastogi et al, 2001). En los UOltimos afios a fravés de
inmunocitoquimica y con ayuda de la microscopla electrénica, se ha podido identificar una
estructura llamada capsuta, que no solo contribuye con la envoltura celular a crear una barréra
permeable, 5ino que también la protege de {a actividad microbicida de los macroéfagos al igual que
la envoltura celular (Rastogi, 1993). El estudio de la estructura de la envoltura celular, la biosintesis
y la localizacidn de los antigenos en la pared celular, son de gran ayuda para poder definir el papel

que juegan las moléculas de superficie. en la resistencia general del microorganismo. Ahora bien,



es sabido hoy dla que esta estructura capsular, solo la contienen las especies patégenas de
Mycobacterium pero no asi las no patégenas (Rastogi ef al., 2001).

El M. bowis, afecta principalmentie a los animales, y esta incluido dentro del complejo conocido
como M. tuberculpsis, (Cuadro 1.2.1.) el cual incluye a las especies: M. tubercuiosis, M. bovis, M.
africanum y M, microti, asi como una variante de M. tuberculosis. conocida como M. canelli, M.
bovis afecta principalmente ganado bovino, ovejas, cabras y cierves, y otros hospedadores que
pueden ser. tejones, zarigleyas y otros marsupiales, liebres europeas, primates, elefantes,
caballos, cerdos y camellos (Rastogi ef al, 2001); sin embargo otras especies micobacterianas
infectan a una gran varedad de especies animales, por lo que son de imporancia para la Salud
Animal (Chavez, 1993, Thoen, 1994) (Cuadro 1.2.2.).

CUADRO 1.2.1. CLASIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO LENTO.




CUADRO 1.2.2. ESPECIES MICOBACTERIANAS Y ANIMALES QUE SON AFECTADOS

e A ACECTADOS et o=
fit e . R i b (2 1

. L 1St NS
Bovinos, borregos, perros, gatos, monos,

simios, primates (hombre), cerdos, elefantes,
rinccerontes, aves, venados, zorros, tapires,
camellos, bisontes, llamas, elefantes marinos,

zariguellas y jirafas.

Monos, vacas y cerdos

COMPLEJO M. avium Subs. avium Pollos, pajaros y cerdos
M. avium Subs. silvaticum Paloma torcaz y ciervo.
M. avium Subs. paratuberculosis Bovinos, ovinos, caprinos y rumiantas animales
silvestres

1.3. Importancia de la tuberculosis bovina en la salud publica .. .

La TB representa un grave problema de salud publica, causando graves pérdidas econémicas en
la produccion de ganado bovino en diversas partes del mundo (Amadori et ai., 1998). En Europa ¢!
cantrol de la TB se ha basade en la realizacién de la prueba de la tuberculina y el posterior
sacrificic de animales enfermos, conjuntamente con la implementacién del método de la
pasteurizacién de la leche para consumo humano; en algunos palses es considerada como Ia

causa de tuberculosis en humanos., en un porcentaje que va de 1 a 4.3% (Cosivi et al., 1998,



Ashford el al, 2001). En Canada fue identificada TB en ciervos, constituyéndose un grave
problema en la década de los 90's, 2 mediados de la misma década en Estados Unidos la
prevalencia de TB en los hatos se estimo en 0.003%; en Australia y Nueva Zelanda se constdera a
las zarigleyas como los principales vectores de tuberculosis que infectan los hatos de ganado en
las granjas y en América Latina y e} caribe aproximadamente el 75% de la poblacién bovina fiene
una alta prevalencia de TB, lo que representa un gran riesgo de contagio para el hombre (Rastogi
et al., 2001).

En el caso particular de México, el control de la T8, se encuentra a cargo de la Direccién General
de Salug Animal, que es una dependencia de la Secretarla de Agricultura (SAGARPA), la cual
hace mencién de [a prevalencia a nivel nacional de TB en ganado de leche de 11.1% y en ganado
de came de 2.9%. En el afo 2002 los censos ganaderos indicaban 30,702,115 cabezas de ganado
bovino, de los cuales el 10% correspondian a bovinos especlalizados para la produccion de leche y
el 90%, a bovinos especiatizados para la produccién de came, por lo que resulta de suma
importancia tomar medidas sobre esia enfermedad. En el mismo aflo, el servicio nacional de
sanidad, Inccuidad y calidad agroalimentaria (SENASICA), inform6 los casos y focos reportados en
bovinos y humanos, en el caso de bovinos se presentaron 2258 focos con 3286 casos en total, y
en el caso de humanos se presentaron 15622 casos pero se desconoce cuantos de estos
problemas fueron causados por M. bovis (SENASICA, 2002).

La TB solo se encuentra en etapa de efradicacion en 7 estados del pals, principalmente en los
estados del none del pals y actualmenie en la peninsula de Yucatan, en el resto del pals se
encuentra en elapa de control sanitario (SENASICA, 2002), lo que resulta en tomar medidas
sanitarias eficlentes para evitar la diseminacién, an los hatos ganaderos y al mismo tiempo evitar la
propagacion en los humanos, sin embargo existen por otro lado factores que delerminan ef
recrudecimiento de esta enfermedad en los humanos, como los son: tas Infecciones por el virus de
inmunodeficlencia humana-1 (VIH-1), la presencia de los albergues en las ciudades, la aparicién de
cepas mulliresistentes y una infraestructura de salud publica Insuficiente (Casal, 1998).

Es importante tomar en cuenta que no solo la transmisién de la TB es de los animales hacia el
hombre, sino también via hombre-animal, a finales de los anos 60's y principics de los 70's en
Alemania M. bovis, aislado de humanos fue responsable de infeclar a establos bovinos, por lo que
fue considerado un Indice de 18% en los casos de transmisién de tuberculosis del hombre hacia
log animales ( Lisslie, 1868), en comparacion de la transmisién de los animales, hacia el hombre,
gue va de 6 a 30% (Karlson, y Carr, 1970) sin embarga en Europa y Amaérica del Norte esle indice
va de 0.5 a 1.0 %. En palses de mayor prevalencia de TB y donde la pasteurizacién no es una
practica rulinaria se estima de 10 a 15% los casos de lubercuiosis causados por M bovis. (Ashford
et af., 2001).



Es por ello que en las campafas de control y emadicacion de la tuberculosis en bovinos, se
abarcan factores anteriormente descritos que determinan; el riesgo que existe para la salud
humana primordialmente, asi como el establecimiento de medidas tanto para la exportacién de
ganado, como para los productos que se derivan de estos y et compertamiento del namero de

cabezas para valorar su disminucién del censo ganadero ( Szewzyk, et al.,1885).

1.4. Diagnéstico y control de la tuberculosis bovina

En la actualidad es necasario desarrollar pruebas de diagnéstico /n vivo e in vitro eficientes para el
control de la enfermedad. La tuberculina es un derivado proteico purificado de M. bovis (PPD
bovino), también llamado tuberculina, es un derivado de protelna purificado en un medio estérnil,
preparada a partir de productos de crecimiento y lisis tratados con calor de una o mas cepas de M.
bovis ANS, durante muchos afios se ha utilizado como herramienta de diagndstico en la prueba de
la tuberculina en el ganado vacuno, probando asl fa hipersensibilidad, de tal manera que ilos
animales pasitivos son sacrificados, sobre todo en palses desacrollados y donde es posible tolerar
la pérdida ecandémica detl animal (Rhodes et al., 2000, Vondermeier of af., 2003). Sin embrago,
esla posee algunos inconvenientes ya que es de baja sensibilidad (70%) y especificidad (50-80%),
adem3as de que interfiere con e) estado inmune del ganado con respecto a repeticiones de la
prugba y no detecta la infeccién en etapas iniciales o finalea de la enfermedad (Fifls, et al,, 1994),
Las condiclones de campo son complejas, por un lado las fallas operacionales y el fenémeno de
inmunosupresidn pueden jugar un papel importante, principalmente porque la respuesta a la {D es
fluctuante (in vilro) y esta afectada por los circuitos regulatorios antigeno especlficos, estos podrian
suprimir la respuesta a la ID, probablemente por un mecanismo circundante. (Amadori et al., 1998).
Los anticuerpos producidos conlra los ant/genos micobacterianos han sido evaluados a través del
curso de la enfermedad, sin embargo las pruebas de diagndstico basadas en la respuasta inmune
humoral por 8§ sola, han demostrado baja eficiencia en la deteccién de animales infectados con TB,
ya que los perfiles de anticuerpos de animales infectados con TB y los de animales libres de TB no
corresponden por la pobre eficlencia de la prueba (Amadort ef 8., 1998 y Kayak et a/., 2001).

En la década de los 90’s se desarrollo una prueba simple y rapida para detectar bovinos
tuberculosos, cuyo fundamento basico es la evaluacién de la inmunidad celular mediante la
deteccion de IFN-y en respuesta a un antigeno especlfico, en un sistema de cultivo con sangre
completa, a través de una prueba de ELISA de captura (Rothel of al, 18990). En otros estudios,
pruebas de inmunoensayo (ELISA) de muestras de fluido broncealveolar, esputo y cultivo positivo

a tuberculosis se han podido detectar altos niveles de {FN-y (Prince et al., 2003).



Una prueba in wvilro, es la deteccion de 1gG anti-micobacteria circulante, a través de la {écnica de
ELISA que pemmite determinar niveles de anticuerpos especificos, ya que se ha observado la
correlacion de estos con la presencia de lesiones tuberculosas, su imponancia radica en que su
aplicacion puede llevarse a cabo en zonas de media 0 alta prevalencia, donde sea posible detectar
animales con un estadio de enfermedad avanzada o animales anérgicos, sobre todo por
manifestar concentiraciones delectables de anlicuerpos circulantes y que no estuvieran
manifestando reaccién a la tuberculina (Rittaco ef al.,1991; Wood, ol al., 1892).

La identificacién del bacilo acido-resistente por medio del microscopio, y métodos de cultivo que
tardan semanas, por lo que hacen necesarlo desarrollar otro tipo de pruabas que hagan eficiente el
diagnéstico usande como base métodos moleculares, cromatograficos e inmunoldgicos
(Pottumarthy ef al, 2000). Ademdas de estos métodos convencionales, son empleados otros
métodos mas vanguardistas y cortos, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), que es
un método de amplificacion enzimatica de DNA (Zumaérraga et al, 2001), el método conocido
como spoligotyping que amplifica por PCR, una regidn repstitiva (DR) presente Gnicamente en
miembros del complejo M. lubercuiosis, entre los aislamientos de M. bovis de ganado y M.
luberculosis de humanos, identifica también Ia transmisién entre especies y la existencia de
reservorios (Rastogi et al, 2001), asl como la inmunohistoquimica e hibridacidn entre los més
estudiados e impontantes (Adams, 2001; Dlaz, ef a/..2003). En la actualidad también esta cobrando
auge la PCR en tlempo real, utilizada en muestras de lejido, que permite hasta la cuantificacion de
la carga bactenana inictal, y cuyo principio es que a iravés del empleo de una sonda fluorescente,
pemite ser cuantificado el producto amplificado, lo que da por resultado que sea directamente
proporcional a la intensidad de la fluorescencia detectada (Taylor et al., 2001)

El control fundamentalmente para la TB se basa en la realizaclén de la prueba de tuberculina y el
posterior sacrificio de los animales positivos, y la Implementacién de gufas especificas sobre
movilizacién del ganado. El conocer que los reservorios de vida slivestre constituyen un grave
problema, asi comao Ia identificacion de los sitios donde se desplazan estas poblaciones, pemiite
astablecer un programa adecuado de conlrol de acuerdo a los diversos factores gque pudleran
afectarlo. En algunos palses se ha adoptado la vacunacién en los isjones para reducic el riesgo de
transmisién, sin embargo el implementar esta medida en el ganado, repercutirla en el diagnéstico
(Rastogi el al., 2001).

1.5. Vacunas contra la tuberculosis bovina

Como en el caso de otros microorganismos que afectan diversas especies, la vacunacién contra
las enfermedades que causan. es un factor imponante para el controt de {a enfermedad, por lo que

la TB no deberla estar exenta de esta estrategia. Hoy la Unica vacuna aceplada es una cepa de M.



bovis atenuada por Calmette-Guerin (BCG). impontante para la prevencién de asta enfermedad,
ulilizada solo en humanos y en algunos casos experimentales en otras especies. Preparada con
baclerias vivas liofilizadas, se ha obtenido a partir de una seris de pases de una cepa virulenta
atenuada de M. bovis (Pym et al., 2003). En {a década de los 20°'s seé observé que la BCG conferia
resistencia después de 30 dias a partir de la inmunizacién con una dosis Unica de 50 mg 100 mg,
logrando proteger al ganado de infecciones naturales y experimentales, sin embargo su efecto no
8s prolongado, asi mismo se concluyo que la via de aplicacién intradérmica era la adecuada en
comparacién con ofras vlas; al vacunar animalas recién nacidos y su postarior sacrificio se observo
que estaban libres de tuberculosis (Haring ef a/., 1930). También se observo que a dosis de 10° -
10 *UFC para inmunlzacion a becerros reclén nacidos inducla niveles significativos de proteccién
contra desafios con M. bovis, protegiendo al 100% contra el desairollo de leslones macroscéplcas
gue cuando erap vacunados a las 6 semanas mostrando una eficacia de 90% (Lyaashchenko et al,
2004), en |la actualidad las dosis altas de BCG pueden ser menos efectivas para la estimulacion de
una respuesta inmune protectiva (Liebana ef al., 2000). Aun con los antecedentes sobee la BCG el
uso de la vacunacién interfiere con las pruebas intradémicas por [0 que un programa para el
control de la TB debe estar fundamentado en el uso de la tuberculina y el posterior sacrficio
(Milkan et al., 2003).

Constantements se tiene conocimiento del desarrollo de otras vacunas derivadas de nuévas cepas
atenuadas, subunidades proteicas y de DNA recombinante., las cuales han dado resultados en
diversos modelos animales, como roedores y que confieren efecto similar que la BCG, sin
embargo no se han dejado de lado los esfuerzos en el caracterizacién de genes virutentos y
produccién de micobactenas mutantes autolrdficas. Se han probado una variedad de antigenos
como posibles candidatos para elaborar una vacuna, que pudiera conferir una proteccién mayor y
que no tenga reaccién cruzada con la prueba Intradémmica, y sobre todo la bisqueda en el
desarrollc de una vacuna para ganado que pueda diferenciar entre animales vacunados &
infectades (Skinner, et al., 2001, Buddle, e! al., 2003), no obstante lo mas importante aun es
entender primero los procesos que intervienen en la respuesta inmune protectora, y asl buscar el
desarrollo de vacunas recombinantes que puedan expresar citacinas especificas como [FN-y e IL-2
(Loépez-Antuiiano 1997).

Los preparados de fillrado de cultivo, contienen protelnas de M. bovis o M. (uberculosis, que son
potencialmente estimuladores de células T, probados en ratones y bovinos (Wedlock et a/.,2000),
la razén de usar estas protelnas, es porque no inducen reaccién a la prueba de tuberculina y Ja
efectividad de la vacuna no se influencia por previa sensibilizacion de micobacterias ambientales,
sin embargo la respuesta celular no es lo suficienlemente fuerte en ganado si no se usa un
adyuvante correcto (Buddle ef al., 2003).



Es por eso que la vacunacién podria ser una herramjenta conira la tuberculosis en animales
domesticos y sobre todo en znimales de palses donde existen reservorios silvestres o que no
pueden costear programas clésicos de control.

1.6. Antigenos micobacterianos

El objetivo general por el cual se busca caracterizar los antigenos de M. bovis, es proporcionar una
herramienta para las pruebas de diagndstico, que sea confiable, ya que la prueba de tuberculina,
que hoy dfa sigue siendo {a principal instrumento para este fin muesira baja sensibilidad y
especificidad. La mayoria de los antigenos de M. bovis caracterizados son proteinas solubles,
entre las que destacan aquellas secretadas activamente en el medio de cultivo. Se han identificado
protelnas inmunocidominantes de ¢apas vacunales, en cobayos inmunizados algunas de las cuales
podrlan estar ausentes en micobacterias patégenas del complejo M. tuberculosis. Asl mismo, se ha
demostrado gque existen protelnas preferentemente expresadas por aislados de M. tuberculosis o
M. bovis en comparacién con cepas vacunales (Bosio, y Orme, 1988)

Numerosas protelnas micobacterianas han sido alsladas y caracterizadas, algunas de las cuales
se encuentran asociadas a la célula bacteriana y otras son secretadas al medio de cultivo, sin
embargo su purificacién se ha hecho dificil, por lo que algunos estudios se han enfocado a
desarrollar y casacterizar anticuerpos monoclonales, asi como a determinar su papel en la
respuesta inmunoldgica, sobre tado a aquellos que sean especificos para la diferenciacién
leucocitaria en los rumiantes (Park e! al.,2000), esto apoya a que en la actuvalidad se conozca la
existancia de antigenos micobacterianos, de choque térmico y de tipo proteico que son
potencialmente estimulantes para cientas poblaciones celuiares como las células T y5 (Smyth et al.,
2001). Los antigenos especificos que evocan la inmunidad protectora por los linfocitos Th1, aun no
son completamente conocidos, sin embargo, se ha observado que las micobacterias vivas, son
mas eficientes en la generaciébn de la resistencia adquirida especifica, comparada con las
preparaciones de micobacterias mueras (Haslo et af, 1995). Existen ademas protelnas secretadas
de bajo peso molecular, que no son producidas per la cepa vacunal BCG, pero si por cepas
viruleatas de M. bovis y M. tuberculosis, en las cusles se ha observado, la capacidad de ser
reconocidas en [as fases tempranas de la infeccidn y son los principales blancos de las diferentes
poblaciones de células T, capaces de inducir una elevada praduccidn de IFN-y, lo que les permite
continuar su estudio para el desarrollo de una herramienta de diagndstico y como antigenos
potenciales para nuevas vacunas, como el caso del ESAT-6 (Pollock y Andersen, 1897)

La mayoria de los antigenos de M. bovis caracterizados son protelnas solubles, secretadas
principalmente en el medio de cultivo, otras son inmunodominantes presentes en cepas vacunales

solamente y otras solamente ge encuentran en aisiados de M. luberculosis o M. bovis (Bosio y



Ome, 1998). Pese a lo antenior se ha observado gue las miccbacterias vivas, son mas eficientes
en la generacidn de la resistencia adquirida especifica. en comparacién con las micobacterias
muedas, por lo que los exiraclos proteicos de fillrado de cultivo (CFPE’s) micobacxterianss,
producidos por el metabolismo activo bactedano, son esenciales para l1a induccién de una
inmunidad protectora. Al ser caracterizadas recienlemente las proteinas CFPEP17, CFPEP20.
CFPEP21, CFPEP22, CFPEP25 y CFPEP28, se observo que son capaces de estimular la
produccién de IFN-y en cantidades significativas e inducir ung fuerte respuasta celular (Weldingh et
al., 1998).

El antigeno MPB70, es uno de los principales componentes del CFPE de M. bovis, es un proteina,
altamente especifica de especie y capaz de inducic una inmunidad celular, a través de una
respuesta proliferativa y producclén de anticuerpos en animales infectados por M. bovis ademéas de
ser un componente activo del PPD bovino (Hewingon y Russall, 1993). Existen proteinas de bajo
peso molecular, que no son producidas por la cepa vacunal BCG, pero si por cepas virulentas de
M. bovis y de M. tuberculosis, que son capaces de inducir una glevada produccién de IFN-y, a
traves dea la estimulacion de células T, como la ESAT-6 (Pollock y Andersan, 1997).

Muchos de los antigenos micobacterianos probades han llegado a inducir la produceion de IFN-y
en la prueba de tuberculina en piel, con los respectivos antecedentes de que la produccién de esta
citocina es sumamente importante para el desarrollo de inmunidad protectiva contra la micobacteria
en modelos en ratones, humanos y bovinos (Smyth et al., 2001). Se han sugerido una mezcla de
antigenos, antigenos Individuales, que deberian ser usados para inmunodiagnéstico de TB
(Rastogl ef al., 2001).

Uno de los antlgenos ampliamenta estudiado y descrito en M. bovis, es la proteina MP870, la cuat
exhibe una alta especificidad de especie y ha demostrado ser un anligeno inmunodominante,
capaz de inducir una inmunidad celular, estimular una regpuesta linfoproliferativa e inducir la
produccién de anticuerpos en animales infectados por M. bovis, esta es una de los principates
componaentes del fiitrado de cullivo de M. bovis y se considera parte dal componente activo del
PPD bovino (Hewinson y Rusell 1993), pero al ser comparado con el anligeno MPB83 no se
observa el mismo camino de respuesta, aunque si una similtud a que se caracleriza por evocar
una respuesta de células CD4+ y la consecuente produccién de IFN-y, asl como por la produccién
de IgG1, el antigeno MPB70, {Fine y Vynnycky. 1998, Vondermeler el al., 2000)).

De heeho se podrla hablar de algunos productos micobacterianos mas caracterizados como la
lipoprotelna 19 kDa liene varios efectos pro y antibacterianos en los macréfagos, que pueden
inducir a la apoptosis celutar, baja regulacién de MHC de clase |l y desencadenar actividad contra
la micobacteria . esta lipoproteina 19kDa ha sido identificada como el mejor activador de la
induccién a 1a produccidn de IL-12 (Stenger y Modlin, 2002).



El antigeno Dip-z que esla caractenzado como una lipoprotelna, es expresada en M bovis BCG en
bajos niveles, de la cual se conoce que es importante para el desarrollo de Inmunidad celular y
humoral durante la infeccién de la micobacteria (Juarez et a/.,2001); asl mismo se encuentra el
complejo 4547 kDa que es una glicoproteina gue induce fuerte respuesta celular y humoral, es
obtenida det medio de cultivo de M. bovis y que presenta reactividad cruzada con los antigenos de
50- 55 kDa de M. tuberculosis (Espitia et af., 1995).

Otros antigenos que se derivan del M bovis y se han probado como: hsp65, AgB5A, Ag85B, PstS-
3, y 38 kDa, no han conferido una respuesta aceptable (Venkataprasad et al., 1999, Vondermeier of
al.,2000, Wilkinson ot 8).,2000,). Con lo anterior s&¢ muestra que dependiendo del antlgeno
producido por la micobacteria serd el fipo de respuesta esperada, ya sea en beneficio a la

resolucién de la enfarmedad. o caso contrario, al desarrollo de la misma.

1.7. Patogénesis de la tuberculosis bovina

La principal via de transmisién de la TB es la aerégena, disemindndase un pequefio numero de
bacllos, despuéds de que el bacilo es inhalado se aloja en vias aéreas pulmonares y en los
macréfagos alveolares que finalmente son infectados al fagocitar a los bacilos (Lawn et al., 2002,
Prince et al., 2003). La exposicién de bovinos con aerosoles de M. bovis, es congiderada la ruta
mas frecuente de infeccidn y la fotalidad de las lesiones generalmente invofucran los nédulos
linfaticos pulmonares y toracicos. El ganado expuesio a la ingestion de alimento y agua
contaminados con M. bovis desarrollan frecuentemente focos primarios ep tejido asociado a
intestino (GALT) (Thoen y Steete, 1995).

La tuberculosis primaria en un inicio es asintomdtica, sin embargo conforme cursa la enfermedad
se va observando debliidad gradual, asl como pérdida de la condicién corporal del animal, que se
ve reflejada en la produccion, por 1o que es importante realizar un ordenamiento cronoldgico de los
evantos inmunoldgicos para poder entender la enfermedad. (Prince et al., 2003). Se sabe que los
mecanismas inmunologicos mas importantes que ocurren en el pulmoén se pueden clasificar en
innatos y adaptativos (Peters y Emst, 2003). En el primer caso lienen participacion, los
macréfagos, los neutréfilos y el sistema del complemento, en el segundo caso panticipan células T
y B que son capaces de reconocer antigenos. Las respuestas inmuneas adaptalivas dependen de
las celulas T cooperadoras (Th CD4) y células T citotéxicas (T. CD8) siendo las dos muy
importantes en procesos infecciosos donde estdn involucradas las micobactenas (Prince et al.,
2003). No esta aun esclarecido el mecanismo por medio del cual la enfermedad resiste en los
pulmones, ni el porque puede perder esa resistencia, que hace gque la micobactena vuelva a crecer

y @ mulliplicarse (Tumer et al., 2001).



La infeccion primaria afecta principalmente el sistema respiratorio particutarmente el pulmén, donde
se montan respuestas de tipo inmune e inflamatorio (Prince et al.. 2003), ya que los bacilos se
encuentran suspendidos en las vias aéreas que comunican con los espacios alveolares, las
particulas bacilares mas pesadas, chocan con la mucosa de la nasofaringe y el arbol bronquial,
son removidas a través de los cilios y eventualmente son engullidos ( Morris, 1984, Bernard, el al.,
1996), también puede convertirse en una infeccién sistémica ya que las células fagocilicas
infectadas atraviesan la pared bronquial, entran a la circulacién linfatica y son transportados a los
nddulos linfaticos, al parénquima de los pulmones o a otros sitios anatomicos (Wakeham ef al.,
2000). A través de los mecanismos de respuesta inmune innata el individuo trata de combatir a la
micobacteria, ¢on la remocidn muceciliar en vias respiratorias altas, y la accidn del sistema del
complemento donde las micobacterias pueden entrar a los macréfagos via receptores para los
componentes del complemento, el receptor del complemento fipo 1 (CR1) es una proteina
monomérica transmembranal que se une a las fracciones C3b y C4b, del complemento. Las
micobacterias patogénicas raramente reclutan fragmentos del complemento C2a para formar C3
convertasa, y generar actividad opsonizante de C3 en ausencia de los componentes tempranos
activos de la via alterna del complemento (Shorey, af al, 1997). Otro de los mecanismos de
destruccidén presentes en los macréfagos, son los receplores de manosa, esta es una protelna
transmembranal, con un dominio extracelular que contiene ocho dominios de reconocimiento de
carbohidratos dependientes de calcio caracteristica de lectinas (Taytor y Drickamer, 1993).

De manera general se pueden menclonar dos mecanismos por medio de los cuales se inhibe el
crecimiento de la micobacteria, el primero corresponde a la activacién de tos macréfagos y su
postertor interaccién de estos con las células T y la produccidn de citocinas. El otro mecanismo es
la fagocitosis del bacilo que es llevada a ¢abo por el macréfago y posteriormente fa muerte de
ambos, ya sea, porque hayan sido parciaimente activados o cuando no se haya realizado la
activacién, esto conduce a que dentro de los macréfagos crezca la micobacteria, pero al morir el
macréfago esta es liberada al exterior, Jo cual favorece su invasién y crecimiento en ofra célula,
sin embargo este mecanismo provoca una necrosis caseosa en el tejido anexo, se liberen acidos
grasos téxicos, bajo pH y un estado de anoxia, lo cual es desfavorable para el crecimiento de la
micobacteria (Converse et al., 1986).

Los macréfagos inmaduros que llegan a la corriente sanguinea, ingieren al bacilo pero debido a su
estado no estan capacitados para destruir a la micobacteria, por ofro lade los bacilos no dafan a
los macréfagos porque no ha sido posible el desarrollado una respuesta de hipersensibilidad de
tipo tardla por falta de la activacién de las células T y citocinas (McDonough, et a/.,1993, Bloom,
1994). Para poder contrarrestar el efecto nocivo de la micobacteria en gran medida dependera de
la virulencia de! microorganismo, y la capacidad de los macrdfagos para que puedan destruir ala

bacteria y efiminarta, sin embargo entre el 50 y 75% de los individuos que han tenido contacto con



pacientes con luberculosis activa no adquieren la infeccion (Lawn et al., 2002). Cuando fa bacteria
se es fagocitada por los macréfagos, puede encontrarse en diferentes sitios: en fagosomas.
fagolisosomas y en el citoplasma o fusionada en vacuolas, pero tiene ia capacidad de escapar y
aparecer libre en el ciloplasma, provocando que se desarolie la enfermedad. As! mismo también
regula la maduracién de los compartimentos lisosomales, debida a los sulfolipidos bactenianos gue
estan localizados en la superficie celular. Otro factor son los lipoglicanos del bacilo, capaces de
modular la secrecién de citocinas y las funciones efectoras de los macréfagos (Rastogi of al.,
2001).

Las guimiocinas (MCP-1,MIP-1a, RANTES, 1P-10 Mig, I-TAC), dirigen la migracién de monolitos y
linfocitos para la formacién del granuloma el cual tiene la finalidad de restringir al crecimiento
bacilar confinando a las micobacterias en un sitio (JIménez e! sf/., 2001). La formacién del
granuloma comienza por el desarrolio de infiltrado monocitico, la agregacién, maduracién vy
organizacién deé células mononucleares dentro de este, y de la maduracién y evolucion del
granuloma eplteloide, depende de las ¢itocinas y quimiocinas, que inician, organizan y mantienen
al granuloma, aunque no se sabe aln como es que lo realizan {Lawn st al.,2002). La presencia de
necrosis en las lesiones tuberculosas, se debe a el daffo al tejido donde se desarrolla un
mecanismo de hipersensibilidad tardfa que compromete a los antigenos de |a micobacteria, y estos
estimulan la activacién de las células T y citocinas; los macréfagos tienen fa capacidad de eliminar
a los bacilos intracelularmente y al mismo tiempo tos fagocitos son eliminados por los bacilos 6 sus
productos \dxicos, después de ello se forman lesiones que estan conslituidas en el centro por
tejido caseoso y una capa de tejido granular tuberculoso que contiene macréfagos, linfocitos Ty B,
céluias plasmaticas, fibroblastos y un aporte vascular, dentro de esle material caseoso Ios bacilos
van muriendo gradualmente pero otros se pueden mantener latentes por mucho tiempo, estas
leslones pueden medir de 0.5 a 1.5 mm de didmetro, esta cubierto por tejido coneclivo, y fa funcidon
principal de estos es tratar de contener a la micobacteria por tiempo indefinido y asi evitar la
diseminacién {Prince et al., 2003, Lawn e! a/.,2002). El granuloma juega un papel critico en la
respuesta inmune del huésped frente a M. tuberculosis, conlenienda al organismo y confinandolo a
un estado latenle en la mayoria de los individuos inlectados (Lawn el al., 2002), por lo que es
Importante en el proceso inmunopatoldgico incluir 2 la Inflamacién granulomatosa (Prince, ef
al.,2003).

Los bacilas que llegan a escapar son atrapados por los macrofagos, inhiben su crecimiento y los
destruyen, siempre y cuando el nimero de macréfagos activados sea el suficiente. (Converse el
al., 1996). El bacilo del complejo tuberculosis induce severa inflamacién granulomatosa
caracterizada por el rafico de numerosas células T activadas a los Sitios de infeccién (Waters e!
al., 2003). La osteopontina es una glicoproteina secretada por muchas células del granuloma gue

estdn implicadas en la regulacion de la quimiotaxis, es el mayor estimulo para el desarrollo de



células T y la adhesién celular, lodas ellas participan para {a formacién  de! granuloma
(Dannenberg. 1889). Los centros caseosos se licuan, esto esta relacionado con la hidrélisis de
protelnas, lipidos y acidos nucleicos del tejido caseaso, debido a la accién de enzimas hidroliticas
de macréfagos. y a la disminucidn de los inhibidores de estas enzimas { Lucas, 1988).

La latencia de la enfermedad se cree sea debida a un grado de hipoxia def huésped, ya que &l
granuloma provoca un ambiente anaerébico (Prince et al., 2003). Se sabe que la inmunosupresién
por farmacos puede reactivar la forma latenle de la tuberculosis (Lawn o! al., 2002). Estudios
realizados en individuos enfermos reflejan resultados de que el sistema inmune se encuentra
inmunodeprimido, y se describen principaimente tres estados de respuesia inmune celular, a:
granulomas caracterizados por macréfagos epiteloides, célutas gigantes y en la periferia células
TCD4+, con conteo de bacilos disminuide; b: estado de diferenciacion y activacién de macréfagos
estd ausente, linfocitopenia CD4+ y un nimero mayor de bacilos; c: reclutamiento celular casi

ausente, escasos linfocitos T CD4+ y un gran conjunto de bacilos (Lawn et al.,2002).

1.8. Respuesta inmune en la tuberculosis bovina

En la infeccién Intracelular primaria causada por el M. bovis tiene gran participacién la respuesta
inmune Innata, como primera barrera de resistencia dentro de las primeras semanas después de la
infeccion, en la cual actdan el complemento, macréfagos y células Nalural Killer (NK). Los
componentas de [a respuesta innata funcionan como ligandos los cuales provocan seftales sobre
ofros companentes celulares, posteriormente se desarolla la respuesta adaptativa inmune que
envuelve a células T y B y la participacidn de los macréfagos que son capaces de reconocer
antigenos y encaminar una respuesta hacia Th1 o Th2 (Wakeham ef al,, 2000, Prince, et al., 2003).
La respuesta inmune a M. bovis es multifactorial, incluyendo severas armas del sistema inmune
como linfocitos T CD4+ que juegan un papel esencial en la respuesta mediada por células, la cual
se caracteriza por la formacién de granulomas epiteloldes (Lawn et al., 2002). Las citocinas son
moléculas que resuitan de la activacién de (a respuesta calular, aquellas gue participan contra las
infecciones intracelulares principalmente son interferén gamma (IFN-y), interleucina 2 (IL-2),
interleucina 12 (IL-12), y el factor de necrosis tumoral alpha (TNF-u) (Hernandez-Pando et al.,
1997, Wakeham el al., 2000). Hoy dia se sabe que para gue se lleve a cabo la respuesta
adaplativa. esta basicamente depende de fa respuesta innata del organismo, lo cual afectara el
periodo para el conirol de la infeccion (Flynn y Emnst, 2C00).



1.8.1. Funcién de los macréfagos en la tuberculosis bovina

Primeramente la micobacleria es inhalada, el antigeno en pulmones, es engullido por los
macréfagos alveolares a través de la fagocitosis, por medio de esto el macréfago se activa,
posterior a esto los macréfagos secretan moléculas como la  enzima angiotensina-convertasa
(ACE), 1.25-dihidroxivitamina D4 (1,25 (OH), D3 ). osteopontina y factor de nacrosis tumoral (TNF)-
a, que hacen que se forme el granuloma, y se desencadenen otfras respuestas inmunes (Prince, of
&al.,2003). Todo esto ocurre a partir de que los macréfagos que son las principales células efectoras
contra el crecimiento del bacilo, constituyendo alrededor del 85% de las células inmunes en el
pulmén, representando asl a la respuesta inmune innata. La falta de la fagocitosis micobacterial
por cuaiquier defecto de informacidn, impide que se envle informacién a las células T CD4+ para
que el microorganismo sea efiminado (Lawn ef ai., 2002). Se sabe hoy dla que en la activacién de
los macréfagos causada por la micobacteria, tienen parlicipacién los receptores TLR (Stenger y
Modlin 2002),

1.8.2. Importancia de los receptores de linfocitos T (TLRs) en la respuesta

inmune

Para una eficiente respuesta inmune contra M. bovis, depende de la rapida deteccién de porciones
moleculares asociadas al microorganismo patégeno invasor por parte de la respuesta inmune
innata y {3 activacién de la respuesta inmune adaptativa (Buddle et al., 2003), los receptores de
linfocitos T (TLRs) contribuyen a que se lleve a cabo la primera, al detectar moldes moleculares
asoclados a la micobacteria y mediar la secrecién de las moleculas efectoras antibacterianas, el
conocer exactamente los mecanismos por medio de los cuales se dan estas respueslas tanto en
las células huésped y células T, aun son desconocidos en su totalidad . sin embargo se sabe que
los TLRs son clave para que se lleve a cabo esta interaccién, influyendo en la respuesta
adaptaliva por sobreregulacion de moléculas Inmunomodulalorias que apoyan el desarrolio de la
respuesta de células Th 1 (Stenger y Modlin, 2002). Los TLRs reconocen moléculas extrafias
especificas de agentes microbianos, incluyendo componentes que contienen carbohidratos y
lipidos (lipopolisacardos y lipopéptidos) y fragmentos de DNA bacterial (Jumperz y Brenner,2001).
La lipoarabinomamana es un glicolipido dominante en la pared celular micobacteriana, !a
activacién de los macréfagos por medio de esta via se logra en combinacién de 1a molécula
adaptadora CD14 y la seial de traduccion de la molécula TLR2 (Stenger y Modlin, 2002). Por lo
gue los TLRs faciltan la transcripcién de genes, como los de las cilocinas y moléculas

coestimulatorias, que regutan la respuesta adaptativa. La combinacién de ligandos de TLRs puede



incrementar la diversidad de las respuestas a antigenos microbianos y desencadenar una variedad
de modelos molecutares asociados a patégenos que pueden ser detectados por el sistema inmune
innato. Se sabe que dependiendo del extracto micobacteriano, el procesamiento de los antigenos
puede ser inhibidos por M. luberculosis a través del decremento en la sintesis de moléculas del
MHC clase Il, de tal manera que M. tuberculosis puede interactuar con TLR2, TLR4 u otros TLRs.
(Stenger y Modlin, 2002). Cuando los ligandos TLR son secretados por el patégeno, se concentran
en el ambiente extracelular y actiuan alrededor de células no infectadas, por lo tanto los
patégenos bacterianos tienen la habilidad de modular la expreslién de los TLRs y asi regular la
activacién del sistema inmune (Stenger y Modlin, 2002).

La produccién de intermedianios reactivos del nilrégeno es el mejor mecanismo de defensa de los
marmiferos contra ta infeccldn con patdgenos intracelulares. La sefalizacion de TLR ha sido ligada
a la induccién de sintasa oxido nitrico inducible (iNOS) y la produccién de dxido nitrico (ON). Esta
induccidn por fipopéptidos bacterianos de ON, se realiza a través de la muerte intracelular de M.
fuberculosis en macréfagos infectados tras la activacion de TLR2, por lo que se indica que este
receptor contribuye a la defensa contra la enfermedad en el sitio de infeccidon, y que tiene
participacién importante en los estados crénicos de la infeccion cuando la mayoria de la carga
micobactenana ha llegado a ser clara. La sefalizacién de TLR favorecs la respuesta inmune Th1,
promoviendo la maduracibn de las células dendritcas y desencadenando Ia actividad
antimicobacteriana (Stenger y Modlin, 2002). Las células dendriticas juegan un papel imponante
en la inmunidad innata como adaptativa, estas contienen una amplia gama de TLRs. Antes de la
activacién de las células T esta la maduracion de las células dendriticas, inducida entre otros
patdgenos por micobacterias y su maduracién “jn vivo” estd mediada por los tipos TLR2 y TLR4.
Sin embargo los lipopéptidos pueden promover la maduracién de estas células dendriticas a través
de los productos bacterianos y asl participar en Ja iniciacién de la respuesta inmune (Stenger y
Medlin, 2002, Schaible y Kafmann, 2000).

1.8.3. Induccién de la respuesta inmune

Los neutrofilos, el compiemento y los macréfagos tienen un papel importante en contra de la
colonizacidn e invasién microbiana, aunque recientes investigaciones han demostrado que
también existe la paricipacién de unas proteinas de defensa llamadas p-defensinas, son
pequenas, péptidos catidnicos, producidas por el epitelio pulmonar de humanos y ratones y en
menor grado in vitro, cuya principal propiedad es que son bactericidas. Estas ademas son
quimioatrayentes de células dendriticas y células T a los silios de inflamacién y por medio de esto
pueden activar la inmunidad adaptativa, contra patégenos pulmonares: En segundo lugar participa
la respuesta inmune adaptativa celular (células T y B), en el primer caso las células
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Th 1 que secretan principaimente interleucina 2 (iL-2) e interferén gamma (IFN-y) y las células
citotoxicas Th 2 que secretan IL4, IL-5, IL-10, IL-13 entre otras citocinas (Prince et ai.. 2003), y por
ofro lado desde que el macrdfago es invadido por la micobacteria se provoca la respuesta de
celulas B, a través de la induccidn de anticuerpos, que no van a proteger al individuo (Klinner e!
al., 2001).

1.8.4. Accidn de los linfocitos

Los linfocitos T padicipan en la respuesta inmune adquirida con al menos dos principales
funciones, la primera es que praduce citocinas que activan funciones efectoras, como el IFN-y que
es e} mayor aclivador de las funciones antimicrobianas del macréfago, producida por todas las
células T como: CD4+, CD8+, células T vé y células restringidas a CD1 y por otro lado las célufas T
gue expresan actividad citolitica mediante la lisis de las células blanco infectadas, la lisis de los
macréfagos infectados, no es suficiente para eliminar completamente a la micobacteria. Durante la
fase de estimulacién de la respuesta inmune el bacilo secreta diversos antigenos que sufren
degradacién fagosomal, procesamiento y presentaciéon de los productos por el complejo MHC de
clase It a las céluias T CD4+, para asl conferir proteccién contra la tuberculosis, desencadenando
otros procesos de la respuesta inmune (Kaufmann y Hess, 2000). Datos importantes en este
reconocimiento por parte de estas células, es que expresan receptores de células T afi (TCR), pero
reconocen ademas glicolipidos presentados por moléculas CD1, y ofras células T gue expresan
TCR y6 con especificidad de bajo peso molecular, fosfoligandos no protelnicos independientemente
de moléculas de presentacién conocidas. La importancia de estas moléculas CD1 recae en gue las
son reconocidas independientemente de las moléculag de presentacién, por las células yd
(Stenger y Moglin, 1999, Kaufmann y Hess, 2000,Schaible y Kaufmann, 2000). Las células T
restringidas a CD1 juegan un papel importants en la respuesta inmune del huésped contra
infecciones microbianas, en humanos se ha visto el aumento de la respuesta inmune al prasentar
en este contexto antigenos lipidicos microbianos en comparacién con grupo control. La activacion
de células NK restringida a la presentacién por CD1 con un antigeno glicolipidico, aumenta la
respuesta 3@ patdgenos infecciosos (Jumperz y Brenner, 2001). Basicamente se puede decir que
existen dos subpoblaciones importantes de células involucradas en la respuesta inmune y son
células T CD4+ y T CD8+ (Wilkinson ¢ al., 2000). Las células T CD4+ son importantes ya que se
ha observado que bajos niveles en (a sangre, estan relacionados con el deterioro de la respuesta
de hipersensibilidad retardada & incremento de la diseminacién de la enfermedad pulmonar y
extrapulmonar, para e! caso particular de las micobacterias (Prince el af, 2003). De manera

general se puede decir que las células T confieren inmunidad protectiva, median acciones tanto de



ayuda, como efectoras, tienen actividad citolitica, promueven la activacién de macréfagos y son
responsables de la memoria Inmunolégica (Lawn el al., 2002).

Recientemente se han hecho observaciones donde la participacién de otra poblacién celular
constituida por células asesinas ha sido aclarada, tas células T CD8+ poseen en su interior
granulisina, que ataca directamante a la micobacleria por lo que se considera estos mecanismos,
los mas importantes para combatir la infeccién, realizados por diferentes poblaciones cetulares
requeridas para conferir una eficiente proteccién (Lamb, 1998, Stenger y Modlin., 1999, , Gerosa e
al., 1999 Wilkinson et al., 2000).

Es importante sefalar gue en un estado de enfermedad predomina la respuesta de células Th1yla
produccion de citocinas como IFN-y asociadas a una respuesta protecliva, en caso contrario, en la
enfermedad fibrocavitaria, el tipo de células predominante es el Th2 (Lamb, 1998, Prince et al.,
2003). En algunos experimentos se ha observado el inctemento relativo del nimero de células T
CD8+ después ds la Inoculacion de BCG {Kldnner el al., 2001).

Sin embargo puede ocumir la pérdida de las células T, provocada por informacién de apoptosis
celutar inducida, deplecién de células CD4+ infectadas y linfocitos CD4+ y CD8+ no infectados y
que se encuentren alrededor (Lawn el al.,2002). Ambos tipos celulares pueden tener actividad
citotéxica, utilizando diferentes mecanismos de lisis, fas CD4+ lo hacen a través de la via FAS-
ligando con el factor de necrosis tumoral relacionado a la molécula FAS (CD95) de los
macréfagos, y las CD8+ lo hacen mediante [a formacién de poros en las células infectadas, a
través de las perforinas {(Kldnner el af., 2001).

Asl mismo se menciona de la participaciéon de las células T y§, que representan una proporeién
mayor de las células mononucleares en sangre periférica en los rumiantes, (aproximadamente el
75% en animales [dvenes y el 40% en adultos), en comparacién a la poblacién de células T af vy
que se sabe que lienen un papel muy importante en la respuesia celular inmune en la tuberculosis
bovina. Estas células expresan una molécula de superficie WC1 que no es posible encontrar en
otros modelos, sin embargo se ha propuesto que regula a las células T y5 dependientes de IL-2 ,
aunque aun estd en vias de estudio como es gue padicipan en la respuesta protectiva contra M
-bovis, se lienen clasificadas funciones tales como proliferacién, células asesinas vy actividad
citotoxica, (Park ot al. 2000, Welsh of al,, 2002); por otro lado en infecciones experimantales de M.
bovis, se ha visto la alta activacién de esta poblaciéon y que confiere proteccién, pero el
mecanismo por medio del cual se llegan a activar aun es objeto de estudio (Smyth et a/.. 2001),
sin embargo publicaciones recientes indican gue esltas células necesitan de moléculas accesaras
para {a activacién y funcién (Park et al., 2000). Después de su estimulacién y activacién pueden
secretar niveles elevados de IFN-y. cuando cursan por un proceso infeccioso con M bovis,
adquindo de manera natural, no asi cuando se da una estimulacién in vilro, usando antigenos

micobacterianos por lo gue su respuesta inmune esta enfocada al tipo Th t (Welsh et al., 2002).
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1.8.5. Papel de las citocinas en la modulaclén de la respuesta
inmune en la tuberculosis

La respuesla inmunoldgica protectiva, dependera en gran medida de! equilibrio entre Ja inmunidagd
inespacifica y la especlfica, con el consecuente predominio de ia respuesta Th1 con la produccidn
de IFN-y, sobre la respuesta Th2 (Lamb,1998, Klinner of al,.2001), Despuds de la activacién de
los linfocitos T, se producen diferentes citocinas que atraen o activan a otras poblaciones
leucociticas, como: La quimiciocina IL-8 y otras citocinas proinflamatorias como el TNF-a que
facilitan el reclutamiento y la activacion de células mononucleares (KlOnner ef 8/.,2000, Lawn et al.,
2002,).

El IFN-y es considerado un activador de células nucleadas y estimula muchas de las funciones
efectoras de los fagotitos mononucleares, una de sus funciones in vivo es la activacién de
macréfagos para eliminar patégencs intracelulares como micobacterias (Trinchien, 2003). En
algunos estudios se han mostrado que en ratones con ausencia del gen para IFN-y , se
presentaron defectos inmunes, afectando la capacidad de resistencia a parasitos Intracelulares
(Chensue o! al, 1987). La hipersensibilidad retardada, es una respuesta caracteristica en la
tuberculosis, que se presenta, de entre 4 y 6 semanas después de la infeccién intcial. La IL-12 es
el principal dirigente de la expansién clonal de linfocitos, gue resulta en la produccidn de IFN-y que
activa a los macréfagos (Gerosa el af.. 1999, Lawn ef al., 2002, ,Moreira et al., 2000). Después de
ta inhalacién de una dosis infectiva de M luberculosis, puede ocurrir un periodo de latencia por
muchos afos, después de la exposicidn se han realizado pruebas de Inmunoensayo (ELISA) de
fluido broncoalveolar, con esputo y cultivo positivos y se ha demostrado los altos niveles de
produccién de IFN-y (Moreira et al.,.2000, Prince ef a/., 2003).

El TNF-a, es Importante para el desarrolio del granuloma que contendra al agente Infeccioso vy el
control de Ja enfermedad (Prince et s/, 2003). Es una citocina importante en el control de la
tuberculosis aguda en ralones, participando en la resistencia hacia la micobacteria, por la
activacidn de macréfagos y la induccién de la expresion de la enzima sintasa éxido nitrico (NOS2)
que suele ser téxico para el microorganismo. Sin embargo en otro estudio pudo observarse gue si
existen niveles elevados de TNF-a, bajo ef uso de m. bovis BCG recombinante, puede causar
patologla excesiva, por lo que dependiendo de los niveles esta citocina puede ser protectiva o
dadina (Flynn y Chan, 2001). Asl por ejemplo seguida a la inmunizacién intravenosa o subcutédnea
an ratones con M. bovis BCG se ha cbservado una respuesta inmune de tipe Th1 con la posterior
produccién de IL-12, IFN-y y TNF-a, consideradas estas, como mportantes mediadores de

respuesta inmune contra la infeccidn micobacleriana, y cuyos niveles se ven incrementados
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durante los primeros dias después de Iz infeccién, y por otro lado los niveles de citocinas de tipo
Th2 como IL4 e IL-10 se encuentran ausentes 0 muy bajos (Wakeham el al., 2000).

La IL-2 es una citocina que aclua como factor de crecimiento para la expansidn clonal de linfocitos
antigeno especifico, modulando la proliferacién y ta diferenciacién de las células Th, células T
citoldxicas, células B aclivadas y células NK, y es secretada por las células Th (Jiménez &l a/..
2001). La expresion de 11-2 por células T CD4+, durante [a respuesta inmune primaria, se ha
relacionado a un aumento de la funcibn memoria/efecto con la sensibilidad antigénica
incrementada y la expresién de citocinas efectoras en un respuesta secundaria. La Iinduccién de
altos niveles de IFN-y y de IL-2 en células mononucleares de sangre periférica, esplenocitos y
linfocitos Intraepiteliales, de animales que hablan sido inmunizados fueron detectados hasta
después de 110 semanas posteriores a la inmunizacién. La expresién de citocinas Th1 en céluias
mononucleres de sangre persiférica, bazo e intestino delgado se mantuvieron por mas de 2 aflos
después de la inmunizacién, lo cual sugiere el largo periodo de mantenimiento de las células de
memoria especificas al antigeno (Kawahara et al., 2002).

La citocina IL4 es producida por célutas T CD4+, mastocitos y baséfilos, es elemental para el
desarrollo de una respuesta de tipo Th2, esta actia como factor de crecimiento en células B,
célutas T y mastocilos, incrmenta la expresién de maléculas MHC-II en células B, asl mismo es
necesaria para inducir la respuesia de IgE, y su ausencia conduce a niveles bajos de 1gG1 en
respuestas inmunes dependientes de células T. Los efectos estimulatorios de IL-4 estan regulados
por IFN-y, con el cudl tiene funciones antagoénicas. También pueds aumentar la funcion de los
monolilos incrementando la expresidbn de algunas moléculas proinflamatorias, En estudios
recientes se demostré un incremento de IFN-y en suero y localmente IFN-y e IL4 en células de
lavado bronguioalveolar, en pacientes con tuberculosis, lo cual sugiere la presencia de ambos tipos
de respuesta tanto Th1 como Th2, asi{ como que en la reactivacién de la enfanedad existe un
cambio de citocinas de tipe 1 a tipo 2 (Rodees &l al, 2000).

La IL-10 es considerada también como un factor de crecimiento de las céiulas T derivado de las
células B y como un factor inhibitorio de la sintesis de cilocinas como IFN-y en células activas,
asociada a la respuesta Th2. sus efectos incluyen reduccidén en la proliferacién de las células T
antigeno-especificas, inhibicién de IFN-y inducida por IL-2. Son consideradas sus propiedades
antiinflamatorias tanto in vivo como in vifro . En estudios realizados recientemente en modetos con
ratones se observo que si exisie una deficiencia de células T a IL-10 se produce un incremento en
la produccidn de IFN-y, fo cual lleva a la muerte del animal por sobreproduccidn de mediadores
inflamatorios como IFN-y, TNF-x. e IL-12, en infecciones por Toxcplasma o Tripanosoma cruzi.
Cuando se administra IL-10 a macréfagos infectados con la micobaclera, se inhibe la muene

bacteriana, por lo que es considerada como regulatona negativamente (Murray y Young, 1899).
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2. HIPOTESIS

Tanto la vacuna atenuada BCG de M. bovis como las proteinas presentes en el extracto proteico
de filtrado de cultivo (CFPE), son capaces de inducir una respuesta inmune protectora contra la
tuberculosis bovina en vacas vacunadas, no obstante, es posible que la vacuna BCG promueva
una mayor y mejor respuesta inmune a través de una significativa expresion y produccién de IFN-y

e IL-2 derivada de la sensibilizacién de una gama mas extensa de linfocitos Th1.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de la BCG y del CFPE de M. bovis como inmunégenos contra la tuberculosis

bovina através de la expresién del patrén de citocinas Th1y Th2.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Comparar la expresiéon de IFN-y en los diferentes grupos de vacunacion bajo la
estimulacion in vitro con diferentes antigenos: PPD bovino, Dip-Z, Complejo 45-47, Con Ay

sin estimular, a través de un kit comercial.

e Caracterizar la secrecion de citocinas: IFN-y, IL-2, IL.4 e IL-10, bajo condiciones de
estimulacion in vitro con los antigenos previamente mencionados, mediante la utilizacion
de RT-PCR,

e Determinar y comparar la proteccién ofrecida en los diferentes grupos, debida al uso de los
diferentes inmunogenos por medio de la inspeccién de lesiones macroscopicas al

momento del sacrificio.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Animales y lugar de esfudio

Se utilizaron 24 bovinos hembra Holstein de 8-12 meses de edad, que procedian de una zona con
prevalencia de tuberculosis bovina, diagnosticados previamente por 4 métodos para la TB: prueba
de tuberculina, interferén gama (IFN-y), inmunoensayo (ELISA) y reaccién en cadena ds la
polimerasa (PCR), estos znimales provenian del Estado de Guanajuato, mismos que fueron
trasladados al CENID- Microbiologla del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP) en la Cuidad de México.

5.2. Tratamientos

Se formaron aleatonamente 4 grupos de 6 animales cada uno, se mantuvieron en estabulacién
conjunta para posteriorments evaluar individualmenie su réspuesta inmune. Los animales del
grupo 1 se inocularon con PBS {Apéndice) como placebe ya que representd al grupo control. Los
animales del grupo 2 fueron vacunados con BCG M. bovis. El grupo 3 fue inoculado
subcutaneamente en el cusllo con 2 dosis de 300 mg de extracto proteico de filtrado de cultivo
(CFPE) con un intervalo de 3 semanas entre cada dosis. Los animales del grupo 4 se inocularon
con 2 dosis de 300 mg de CFPE y adicionaimente recibieron también 200 ng de IFN-y bovino
recombinante via subcutanea que fue administrado dos dfas antes de que los animales fueran
inoculados con el CFPE (Cuadros 5.2.y 5.3).

CUADRO 5.2. ESQUEMA DE TRATAMIENTOS

‘GRUPO1 ' GRUPO2 ‘GRUPO3  GRUPO4

CONTROL BCG CFPE CFPE-IFN-y
NoL ANIWAL 7 5 45 s T R R SR A

=5 N T 12

5 Y o EAA 16

8 10 19 17

15 13 20 22

21 24 25 23
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CUADRO 5.3 DIAGRAMA DE FLLLUIO DE TRATAMIENTOS Y OBTENCION DE
MJUESTRAS
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5.3. Prueba de intradermorreacion (1D)

Fueron utilizadas las tuberculinas autorizadas para efectos de la campada Campaia nacional
contra a la tuberculosis y brucelosis (CANTB); PPD bovino elaborado con M. bovis cepa AN5' y
PPD aviar elaborado con M. avium cepa D4'. Se rasuré el 4rea correspondiente al tercio medio
superior del cuello, para postericrmente inocular la tuberculina. El sitio de aplicacién superior fue
cerca de 10 cm debajo de la cresta, el sitio inferior fue aproximadamente a2 15 cm de la anterior,
esta prueba se aplicé mediante la inoculacién intradermica de 0.1 m} de PPD aviar (area supenor) y
0.1 ml de PPD bovino (4rea inferior), previo a la inoculacién, se lavantd un pliegue de piel en e!
centro de las areas rasuradas y se procedié a medir el grosor de estos con un cutimetro (Vernier)
registrando los valores. La lectura de la prueba se reatizé posterior 2 72 +/- horas. La diferencia
entre la resta de la primera lectura a la segunda, da el resultado de la prueba. Los criterios de
interpretacion fueron los siguientes: 2mm de aumento: negalivo, mayor a 2 y hasta 4 mm de

aumento: sospechoso, mayor a 4 mm de aumento: positivo (Norma Oficial Mexicana, 1995).

5.4. Determinacién de interferén- vy (IFN+y)

Esta prueba se aplicé al inicio del experimento a los 24 animales empleando un kit comercial
(BOVIGAM™ Bovine Gamma Interferon Test’), cuyo objetivo principal fue determinar la
negatividad de los propios animales a la TB. Su fundamento se basa en evaluar la respuesta
inmunolégica celular, a través de la estimulacién in vitro de leucocitos de sangre heparinizada,
utilizando como antigeno el PPD de micobacterias. Posterior a la estimulacidén antigénica, los
linfocitos T circulantes que se encuentran en la muestra de sangre secretan IFN-y, que es megido
mediante una prueba de ELISA de captura (Domingo et al., 1985; Walravens ef al., 2002). Se
procedid a la extraccidon de 10 ml de sangre de la vena caudal en tubos con vaclo y con heparina.
Las muestras de sangre se cultivaron in viiro segun el protocolo de Rothel et al., 1890, con 1.5 ml
de sangre heparinizada de cada animal en 3 diferentes pozos en placas de cultivo de 24 pozos. Un
pozo fue estimulado con 100 ul de PPD bovino (20 pg/ml), el segundo con 100ul de PPD aviar
(20ng/ml) y el tercero fue el control. El cultivo se realizé durante 24 horas, en estufa de CO, a
37°C. Al final del cuitive se obtuvo el plasma y fue depositado en microtubos para ser congelados

a —70°C, hasta la realizacién de la prueba de ELISA para detectar IFN-y. Para |a realizacién de la

' PRONABIVE. México, D.F.
2 CSL. Veterinary. Victona, Australia
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1écnica, se adicionaron 50 pul de diluente a la placa, posleriormente se agregaron 50 ul de
muestras problema a los diferentes pozos que contenfan diluente, las muestras control se
agregaron al final de cada placa y se procedid a mezclar su contenido. Se incubaron a temperatura
ambiente (25°C) por 60 min +/- 5 min. Pasado este tiempo el contenido fue retirado y se procedid a
lavar 8 veces cada placa. los pozos se lavaron con amortiguador de lavado (PBS-Tween 20 al 0.1
%). Mds tarde se adicionaron 100 ul de conjugado (anticuerpo anti IFN-y bovino), durante 60 min.
Se realizé el lavado de !a misma forma que se describid y se adiciononaron 100l del cromégeno
tetrametilbencidina (TMB), con amoniguador enzima-sustrato y H,0, (solucién reveladora)) a cada
pozo. Posteriormente se protegieron las placas de la luz y se incubaron a temperatura ambiente
por 30 minutos. Se adicionaron 50 pl de solucién de paro (0.5M H,S0,) por pozo. Se procedio a
realizar la lectura de la absorbancia a 450 nm dentro de los 5 minutos después de terminada (a
reaccién. Los valores de absorbancia se utilizaron para poder calcular los resultados y la
interpretacion de los resultados se realizé como a conlinuacién se describe:
« Se calcularon las medias de los valores de absorbancia de cada muestra de los pozos
estimutados con PPD bovino, PPD aviar, ya que cada muestra se trabajo por duplicado.
¢ Se compararon las medias de 'os valores de absorbancia de las muestras de PPD bovino
con el control negativo de IFN-y del kit. Todas las muestras con PPD bovino con valor
inferlor a 0.050 fueron consideradas negativas.
o Después fueron colejadas las medias de los valores de absorbancia de las muestras sin
antigeno, con PPD bovino y PPD aviar. Observando que si el valor de absorbancia de la
muestra con PPD aviar fue mayor que la de la muestra con PPD bovino, el animal se

considerd como negativo a T8.
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5.6. Evaluacién de la inmunidad humoral (ELISA)

Se utilizd suero, colectado de sangre de la vena caudal de los 24 bovinos en tubcs de 10 ml con
vacio. Siguiendo el protocolo de (Voller, A 1979.Ritacco, V 1290), las placas fueron sensibilizadas
con 5 pg de CFPE de M. bovis y M. aviurn en 100 pl de solucidn de adherencia (amortiguador de
carbonatos pH 9.8) por pozo. Se incubd durante la noche a temperatura ambiente y se retiré la
solucidn. Se afadieron 100 pl de solucidn blogqueadora (1% de leche descremada en PBS y 0.1%
Tween 20"), incubando por 1 h a 37°C, Se realizaron 5 lavados con solucién de lavado (PBS con
0.1% Tween 20) (Apéndice), se secaron en estufa a 37°C. A continuacién se afadieron 100 pl de
cada suero problemna diluido 1:50 en solucidén bloqueadora y se incubaron 1 hr a temperatura
ambiente. Se retird la solucidn y se realizaron 5 tavados con solucidn de lavado. Pasteriormente se
agregd a cada pozo 100 ul de proteina G ? conjugada con peroxidasa diluido 1: 10 000 en
solucidn bloqueadora, se dejaron incubar 1 hr 3 37°C, se descartd Ia solucién y se lavaron 5 veces
con solucién de lavado. Inmediatamente se afadio a2 cada pozo 100 pf de solucién de revelado (10
mliplaca de amortiguador de citratos' o citrato-fosfato pR 4.5, (Apéndice} 4mg de orto -
fenilendiamina *) agregandose al momento 4 pl de H,0,. Se detuvo la reaccién a los 10 minutos

eon 50 pl por pozo de solucién de paro (H ,SO, 2M *). Las lecturas se realizaron a 492 nm.

5.6. Diagnéstico de tuberculosis bovina por reaccién en cadena de la

polimerasa (PCR)

5.6.1. Extraccién de DNA de hisopo nasal

Se extrajo el DNA de cada muestra de exudado nasal por el método de Van Soolingen ef al.,
(19988). Se tomé la solucidn de (PBS estéril) de los tubos en donde se encontraban los hisopos
nasales, se colocd en microtubos y se centrifugd a 12 000 g x 5 min, se decantd el sobrenadante y
se lavd con PBS, (Apéndice), nuevamente se centrifugd y se decantd el sobrerradante. Después
se agregaron 400 pl de TE 1X mas 50 pul de lisozima® (TSI) se agité e incubd a 37°C durante 1 h.
Posteriormente se adicionaron 75 pl de SDS 10%/proteinasa K® (70 pul de SDS 10% y 5 ul de

proteinasa K 10 mq), se agité e incub6 a 85°C durante 1 h. Después se adicionaron 100 pl de NaCl

' 4.T. Baker S.A. de C.V. Xalosloc, Edo. de México
ZICN BIOMEDICAL. Inc. Aurora, Ohio, USA

’ SIGMA, San Luis, USA

‘Técnica Quimica, S.A., México, D.F.

> SIGMA, San Luls, USA

® SIGMA, San Luls, USA
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5 My 100 ul de CTAB 10% (previamente calentada a 65°C), se agité hasta que {a solucion toméd
una consistencia lechosa y se incubd a 65°C durante 10 min. Después se adicionaron 750 pul de
una solucién de cloroformo/ alcohol isoamilico’ y se agité para hacer una solucién homogénea, se
centrifugé a 12 000 g x 5 min. Posteriormente, se transfirid [a fase acuosa a un tubo nuevo
{aproximadamente 600ul) teniendo cuidado de no tomar la fase intermedia, para evilar Ia
contaminacién del DNA. Enseguida, se adicionaron 360 ul de alcohol isopropilico absofuto, dejando
la mezcla a — 20 °C durante 30 min, o durante toda la noche. Se centrifugé a 12 000 g x 15 min y
se descart6 la mayorla del sobrenadante, dejando aproximadamente 20 pl por encima del botén de
DNA al cual se le adicioné 1 ml de etanol al 70% frio, se centrifugd a 12 000 g durante 5 min y
nuevamente se descart$ el sobrenadante y se dejaron 20 pl por encima del DNA. Se centrifugé a
12 000 g durante 1 min y se descantd cuidadosamente el sobrenadante. En ultimo lugar, se
permitié que el DNA se secara a temperatura ambiente, aproximadamente por 20 min y se
colocaron los tubos en una centrifuga de vacio a 45°C durante 20 min. El DNA se disolvié en 20 pl

de agua milli Q y se almacend a — 20°C hasta su empleo.
5.6.2. Prueba de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Como control positivo se empleé DNA de M. (ubercufosis H37Rv y M, bovis ANS y, como control
negativo, DNA de M. avium DN4 y agua Milli-Q. Se siguié esencialmente el método descrito por
Cousins, Los iniciadores para la PCR fueron TB1a 5° CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG 3" y el
TB81b 5°CCT GCG AGC GTA GGG GTC GC 3°,que amplifican el gen MPB70 con un tamano de
producto de 372 pb, que identifica al complejo tuberculosis. La reaccién se llevé a cabo en un
volumen final de 50 pl a las siguientes concentraciones de: NTP’s 10 mM, 1.5 mM de Mg,Cl, 20
pM de cada primer, 0.625 U de Taq pc>|imerasa2 y 100 ng de DNA de cada muestra problema. Se
amplificd por 30 ciclos bajo las siguientes condiciones: 1'a 96°C, 1'a 55°C y 1'a 72°C. Los

productos fueron visualizados en geles de agarosa al 1.5% tedidos con bromuro de etidio al 1%.

5.7. Obtencién de muesftras en diferentes tiempos para determinar la

expresion de citocinas

Fueron realizados 3 muestreos durante el tiempo del experimento, el primero at momenio de
llegada de los animales (Dia 0), el segundo correspondiente al periodo después de la revacunacion

' AMRESCO, Solo, Ohio, USA
> Applied Biosystems. New Jersey, USA
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(semana 14 ), y el tercer muestreo de entre 5 a 6 meses después del desafié. De los animales se
obtuvieron muestras de sangre completa c¢on EDTA (0.081 ml de (k;)] de cada animal para

observar la expresién de citocinas, mediante la prueba de RT-PCR (Ver Cuadro 5.3.).

5.8. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y

condiciones de cultivo

La sangre completa con EDTA fue obtenida de los 23 animales pertenecientes al experimento. El
paquete PBMC se aislé por gradiente (Ficoll-Paque Plus)’ , en tubos Falcén de polipropileno de 15
mi se agregaron 4 ml de Ficoll-Paque Plus y se depositaron 6 ml de sangre con anticoagulante
(EDTAZ), evitando romper el gradiente, posteriomente se centrifugaron a 2 800 mm por 30
minutos. A continuacién se recuperd la interfase de leucocitos y se deposité en tubos, adicionando
5 ml de solucion de Hanks®, después se centrifugaron a 2800 rpm durante 10 min, se
decanté el sobrenadante y este procedimiento se repiti6 nuevamente. Se adicionaron 3 ml de
RPM} 1640° con 10% de suero fetal bovino (FBS). Para el conteo fue realizado en una camara de
New Bawer

5.9. Conteo de leucocitos y ajuste de leucocitos

La viabilidad se determiné tomando 5 pl de células del tubo donde fuseron resuspendidas y 45 pl de
RPMI vy se depositaron en un vial, para obtener un volumen total de 50¢, y una dilucién (1:10). De
este volumen (50 pl) se procedié a tomar 10 pl de muestra y 10 pl de azul de Tripan,
depositandolos en otro vial para poder llevar a cabo el conteo, con una dilucién (1:1),

posteriormente se ajustd la cantidad de células a 5x10° por pozo (placa de 24 pozos).
5.10. Estimulacioén in vitro de linfocifos con los antigenos recombinantes

A continuacién se estimutaron los cultivos celulares agregando: 100ul de PPD bovino, 100p! de
PPD aviar (20pg/ml), 2.5 il de complejo 4547 (45-47 kDa, APA)* (0.00125ug/ml), 2.5 ul de DipZ *
(.00125ug/ml), 10 pl de concanavalina A (Con A) (1ag/ul) y células sin estimular, correspondiente

al control negativo. Las placas se incubaron por 72 hrs a 37°C en atmésfera de 5% de CO,

Primeramente se cosecharon 200 ul de sobrenadante, para realizar la prueba de IFN-y. Las células

* Gentilmente donado por ta Dra. Clara (nés Espiva Pinzén, Depto. Inmunologia. Insl. lnvest. Biomédicas. UNAM.
' Amersham Biosclences

? Becton Dickinson.USA
¥ (n Vitro, S.A_ México, D.F.
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86 recuperaron y se centrifugaron a 4000 rpm a temperatura de 4°C por 5 minutos, el
sobrenadante se decanté y se le adicioné a las célutas 1 ml de Trizol 'y se congelaron a =70°C
hasta la extraccién de RNA total (Covert y Splitter, 1995; Nuallain ef al., 1997). Después de la
obtencidn de los sobrenadantes , estos fueron evaluados para determinar la presencia de IFN-y,
por el método anteriormente descrito

5.11. Aislamiento de RNA. Técnica de TRizol

El RNA total para las reacciones de RT-PCR, se exirajo de las células de sangse periférica,
previamente estimuladas. EI RNA se extrajo con 200 ul de cloroformo-isoamllico, se centrifugo y se
recupero la fase acuosa en un microtubo. E RNA se precipité con 500ul de isopropanol %. La
pastilla se lavé con 1 ml de etanol al 100 % y posterlormente se realizé un segundo lavado con
etanol ? al 75%, el RNA fue resuspendido en 20ul de agua DEPC *, se calentd en bafo maria a
60°C por 10 min y se determino la concentracién en un cuantificador de RNA y DNA, Gene Quant
(RNA/DNA calculator) ® (Chomczynski y Sacci, 1987).

5.12. Condiciones 6ptimas de la transcriptasa reversa de la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCRY)

A través de la reacclén de la transcriptasa reversa se sintetizd la cadena de ¢cDNA del RNA total
aislado de cada muestra estimulada con PPD bovino, PPD aviar, complejo 4547, DipZ , Con A, y
una muestra sin estimular, utilizada como control. Las reacciones de RT, se realizaron en un
volumen de 40 pl, la mezcla contenfa 2 pl de Oligo d(T)s 1ug ® . 4 yl de 5X Fisn-Strand Buffer (50
mM Tris-HCI, pH 8.3, 7 mM MgCl;, 40mM KCI, 10 mM DTT) 6 4 ul de mezcla (1pl de cada unc) de
desoxiribonuclettidos {dNTP: dGTP, dATP, dTTP, dCTP) 10mM ) ul de Rnase Inhibitor 40 U 82
pl de la enzima M-MLV Reverse Transcriptase (200)°y 250 ug de RNA total. La mezcla se sometid
a un ciclo de RT a 70°c por 3 min, 37°c por 60 min y 70 °C por 15 min. (Chumakov, 1994).

Et cDNA sintetizado se agregé a las reacciones de la PCR que se llevaron a cabo en un volumen
finat de 25 ul. El contenido de la mezcla fue 2.5 pi de amortiguador de reaccién 10X (KCI 500 mM,

'In vitrogen, LIFE TECHNOLOGIES, California, USA
* J.T. Baker. Xalostoc, Edo. de México

* Téenica Quimica, SA. México, O.F.

* AMRESCO, Solon, Ohlo, USA

° Pharmacia Biotech

¢ Promega Corporation

! Applled Blosysiems
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Tris-HCI pH 8.3100 mM, gelatina 10 pg/ml)', 1.5 ul de MgCl, 20X (1.5 mM)*, 0.5 pl de mezcla de
desoxiribonucleétidos (ANTP: dGTP, dATP, dTTP, dCTP) (1:1:1:1) 10 mM? 0.5 ul de cada primer
(Cuadro 5.12.), (10 pmol), 0.12 pl de Amplificasa ADN Polimerasa Termoestable ( 0.6 U)® , 4.5 i
de cada cDNA y agua DEPC cbp 25 ul (Covert y Splitter, 1995).

Las reacciones de la PCR se desarrollaron en un termociclador iClicter de acuerdo a las

condiciones establecidas previamente (Cuadro 5.12.) Los resultados de RT-PCR con la p-actina

normalizada para la expresion de las citocinas fue representada como la intensidad relativa de las

bandas encontradas en los geles de agarosa teflidos con bromuro de etidio utilizando ef software
LabWoeorks 4.0 (Beltan et a/, 2000).
Cuadro 5.12. Secuencia de les Inicladores empleados, tamafio del fragmento amplificado

para las diferentes citocinas de orlgen bovino y programas empleados.

Nombre de la citocina
Referencla Blbliografica

Secuencia de los Inicladores

Tamafio del fragmento
amplificado cDNA (pb) y
Programa en Termoclclador

5'AGA TAC AAC TCT TGT CTT

457

IL-2 GCY¥ 85°C 94°C 52°C 72°C 72°C
Cerretl et 8), 1988a 5°'AGT CAT TGT TGA GTA GAT| & 30" 45" 1° 5§
GC ¥ 30 CICLOS
5 TTC AGA GCC AAA TTG TCT 184

IFN-y CC¥ 95°C 94°C 63°C 72°C 72°C
Cerreti ot al., 1986b 5°CTG GAT CTG CAG ATC ATC| 4 1 1' 130" 7'
CA 3 31 CICLOS

5'CTA TTA ATG GGT CTC ACC 311

IL4
Heussler ef al., 1982

TAC CA Y
3'CTT GCC AAG CTG TTG AGA
TIC 5’

94°C 94°C 51°C 72°C 72°C
5 30 45 1 ¥
33 CICLOS

5'GTT GCC TGG TCT TCC TGG

471

IL-10 CTG 3 95°C 94°C §3°C 72°C 72°C
Hash et al., 1984 S'TAT GTA GTT GAT GAA GAT| 4 1 1" 130" 7
GTC 3° 30 CICLOS
5’ACC AAC TGG GAC GAC ATG 890

B-actina
Degen &t g/, 1983

GAG 3’
3'GCA TTT GCG GTG GAC AAT
GGA S’

94°C 84°C s2°C 72°C 72°C
5 507 50”7 1’10 10'
30 CICLOS

' Biolecnologlas Universitarias. México D.F.

2 Applied Blosystems.
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La concentracién de los iniciadores, asf como la de los reactivos empleados en la realizacién de la
PCR fueron optimizados utilizando DNA de linfocitos de bovinos sanos PPD negativos, libres de
TB. Los iniciadores de bovino para la PCR fueron obtenidos de secuencias publicadas vy las
condiciones de temperatura de alineacién y nimero de ciclos se determiné de acuerdo al Cuadro
5.12. Los iniciadores escogidos para trabajar fueren los siguientes: para el IFN-y la secuencia con
productos de amplificacion de 184 pb descrita por Cerreti of a/. 1986a. Para la IL-2 |a secuencia
con productos de amplificacién de 457 pb descrita por Cerreti et a/ 1886b. Para la IL-4 la secuencia
con productos de amplificacién de 311 pb descrita por Heussler of af 1992. Para la IL-10 la
secuencia con productos de amplificaciéon de 471 pb descrita por Hash ef al. 1994 y como control
positivo de amplificacién de la PCR se usé el par de iniciadores de 8-actina con productos de

amplificacién de 890 pb, cuya secuencia es descrita por Degen af al 1983.

5.13. Empleo del IFN-y bovino recombinante utilizado como

inmunomodulador

El IFN-y bovino recombinante' , fue distribuido bajo la presentacion de producto liofilizado con una
concentracién de 300 ng/ml y una ampolleta de 1 ml de agua destilada estéril para reconstituirse,
este fue obtenido a través de pases de sobrenadante de cultivo de tejidos de E. ¢oli con expresién
de IFN-y bovino recombinante-liofilizado.

5.14. Caracteristicas de la vacuna BCG de M. bovis empleada

Se ulilizé una vacuna BCG % de M. bovis liofilzada derivada de una cepa danesa atenuada de
siembra Mérieux derivada de la cepa 1077 para uso intradémico, utilizando 0.1 ml de vacuna
reconstituida, cuya composicién es: bacilos vivos atenuados, siembra Mérieux derivada de la cepa
1077 en concentracién de 800 000 y 3 200 000 unidades formadoras de colonia (UFC), excipiente
dextran-glucosa-tritbn WR 1339-albiimina humana, agua inyectable estéril cbp 0.1 ml.

' Serolec, Méxlco.
2 Aventis Pasteur, S.A.
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5.15. Obtencién de extractos proteicos de filtrado de cultivo (CFPE) de M.
bovis y M. avium

Los sobrenadantes de las cepas utilizadas para el experimento fueron M. bovis AN5 y M. avium D4
los cultivos fueron donados por un laboratorio de Blolégicos Veterinarios'. Para poder obtener los
sobrenadantes, los cultivos se incubaron a 37°C durante 6 semanas, las proteinas presentes en los
filtrados de cultivo se precipitaron con cristales de sulfato de amonio [(NH,) ;S04 | a una saturacién
final del 80%, con agitacion constante a 4°C por 24 h. Al término este tismpo, la solucién se
centrifugd a 4°C por 60 min. a 10 000 rpm’, para empaquetar el precipitado, el cual fue
resuspendido en 10 ml de solucidn amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2, posteriormente se
dializé totaimente contra PBS, en bolsas de didlisis % con punto de corte de 12 a 14 kDa, a 4°C
durante 36 horas con 4 cambios de 2 litros cada uno. Para comprobar Ja ausencia de (NH; ) 2SO,
se agregéd cloruro de bario, el producto final se designé como extracto proteico de filtrado de cultivo
(CFPE), la concentracién de proteinas se determiné por el métedo Bradford, posteriormente fue
dividido en alicuotas de 1mi con una concentracién de 35 pg/m! de proteina, que fueron
almacenadas a -70°C hasta suv uso,

5.16. Preparacién del inéculo bacteriano para el desafié intratraqueal

El cullivo y la cuantificacién del in6éculo bacteriano se realizé en la Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia- UNAM, partiendo de una ¢epa aislada de campo de M. bovis. La cepa fue identificada
como no. 9930 y fue ajustada a 10* UFC/ml, para el desaffo intratraqueal. Esta inicialmente se
cultivd en placas de petri con agar Middlebrook 7H11 enriquecido con 10% de OADO (medio de
enriguecimiento catalasa-dextrosa). Se tomaron de 3 a 5 colonias con caracter(sticas morfolégicas
semejantes y se sembraron en 15 mi de caldo Middlebrook 7HS con 1% de OADC y 0.5 g/l de
Tween 80 (para dispersar Jas bactenias), el cual se incubé en un periodo de 8 dias a 37°C en
agitacién constante a una velocidad de 100 rpm. Al final de la incubacién el cultivo bactenano 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 realizé a partir del cultivo bacteriano, el cual se centrifugé en tubos de polipropileno
de 50 ml durante 15 minutos a 3300 X g 2 veces con PBS 1X (cbp 50 ml). €l paquete celular se
resuspendié en 11 ml de medio RPMI-1640 con 15% de suero fetal bovino (SFB)® .y se paso 2

1 Produclora nacional de bioldgicos veteringrios. PRONABIVE. México.
2 Specira, México.
3 Park Memonrial Institute.
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veces a través de una aguja de calibre 28G X 13 mm utilizando una jeringa con el propésito de
dispersar los agregados bacterianos. La suspension bacteriana fue fraccionada en microtubos con
un volumen de 1 mly se almacend a -80°C hasta su empleo.

Para la cuantificacién de las unidades formadoras de colonia (UFC), se tomo una alicuota det
inoculo preparado, se procedid a descongelar incubdndola a temperatura de 37°C durante 40
minutos en bafio Maria. Se realizaron diluciones décuples seriadas (450 pl de diluyente y 50 pl de
soluto ), sembrando 100 ul en placas de agar 7H11 a partir de ta dilucién 10° a la 10 por
triplicado. Las placas se incubaron ducante 3 a 4 semanas a una temperatura de 37°C. El conteo
de las UFC se realiz§ obteniendo la cantidad de UFC por ml, aplicando la ecuacion:
(UFCS(FD)(10)= bacterias/ml, donde FD= factor de dilucién.

5.17. Desafio.

Los animales de los diferentes grupos incluyendo el grupo control fuaron desafiados
intratraquealmente, a log seis meses después de haber sido inmunizados con BCG, DFPE y
CFPE/IFN-y, el desaflo se realizé con una dosis de 10* UFC de fa cepa virulenta de M. bovis no.
9930 *, aislada de casos clinicos. Para ello los animales fueron inoculados directamente en traquea
por medio de una aguja de calibre 18 con la cepa virulenta. Se tomaron muestras de sangre de los
animales peribdicamente para continuar con la evaluacion de la respuesta inmune celular y la
expresion de citocinas, la evaluacion continud hasta el sacrificio, gue se efectué entre los 5y 6
meses después del desafio.

5.18. Inspeccion post-mortem

Para la inspeccién post-mortem, se analizaron los diferentes 6rganos y tejidos, asl como los
nddulos linfaticos y la zona de inoculacién (primer tercio craneal de la traquea). La
interpretacién fue la siguiente; se le asignd (+) a las lesiones > 0.2 cm y < 0.5 cm de diametro,
(++) a las lesiones > 0.5 cm y < 1.0 cm y (+++) a las lesionses >1.0 cm.

Para examinar los diferentes nédulos linfaticos (NL), éstos fueron secclonados en cortes

delgados de 2 a 3 cm de grosor, a manera de exponer el mayor nimero de superficies de corte.

* Gentimenle donado por el Dr. José Ange) Guliérrez Pabelio. Depto. Bacteriologia, §MVZ, UNAM,
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En lo que corresponde a los érganos, fueron inspeccionados cuidadosamente el ridén, higado,
bazo y pulmén, siendo este (ltimo al que se le examiné visualmente la pleura puimonar, y con
palpacién firme con los dedos se revisé todo el tejido pulmonar en busqueda de tuberculos
pequedios, y posteriormente los pulmones fueron incididas al azar en los diferenies 16bulos y se
examino las superficies de corte.

5.19. Analisis estadistico

Para demostrar que en un iniclo, todos los animales eran iguales respecto a su estado
inmuanolégico celular, fue necesario determinar su respuesta en densidad dptica de cada citocina,
de manera tal que los productos de amplificacién reflejan una emisién de luz , proporcional al
producto ampiificado, que es convertido a densidad éptica. Primeramente se utilizé un diseflo
completamente al azar, de acuerdo al siguiente modelo:

Vis= n +¥; + ¢
En donde;
)A/” = Respuesta en densidad dptica de cada citocina
B = Media general
\Pi = Efecto del grupo i, (= 1,2,3,4 grupos)

€y

Error aleatorio asociado a cada observacién (j= 1,2,.....24 animales)

]

Con un nivel de significancia P<0.05 en la prueba de la razén de la varianza (F)

Posteriormente se utjlizd el siguiente modelo lineal:

Viga = B +Gy + ¥+, N + (G*¥¥) + (G n)+(P*n)+
(G*¥*n)+ (Cov ID+ g

donde :

~

y'lj k1 = Respuesta en densidad éplica de cada inlerleucina
U = Media general
Gi _ Efecto de grupo !l (4 = 1,2.3.4 grupos)
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Yy = Efectode muesireo § (§ = 1.2,3, mussireas)
un = efeclode anligenc k (k = 1,2,3,4,5 anligencs)
(G*Y¥)
(G™)
(¥¥n)

Inletaceién grupo- muestra

Interaccidn grupo-antigeno

Interacclén muestra-antigeno

Interaccldn grupo, muestra, antigeno

(G"¥*n)
(COV I) = Efecto inlclal de eada animal en densldad 6ptica

Error alealorio ascciado a cada observacién

&k

I}

Los datos obtesidos fueron analzados utilizando el programa estadistico STATISTICA para
Windows versién 5.5. Se realizd un andlisis de varianza, de acuerdo a los modelos establecidos,
seguida de una prueba de Tuckey para diferente tamafo de muestra, utilizando la comparacién
multiple de medias a nivel de significancfa (P < 0.05), para comprobar si existian diferenclas
estadisticamente significativas, al evaluar la respuesta de citocinas, ante la estimulacion de fos
antlgenos durante el primer muestreo de los animales antes de vacunar, contra los siguientes
muestreos de animales vacunados y desaflados de cada grupo inmunizado.
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6. RESULTADOS

6.1. Animales de estudio (bovinos)

Se procedid a evaluar ta respuesta inmune celular antes de iniciado el experimento, de cada uno
de los grupos, a través de la prueba intradérmica, de acuerdo a los criterios establecidos por la
Campafla nacional contra [a tuberculosis y brucelosis bovina (CANTB) con fa finalidad de
diagnosticar la TB y por otro lado se evaiué la produccién de (FN-y, asl como la existencia de
anticuerpos antimicrobianos por la técnica de ELISA, utilizando CFPE de M. bovis y M. avium,
ostableciendo un punto de corte de 0.3 de densidad éptica (DO), como referencia de reactividad a
antigenos micobacterianos (Dlaz et al., 2003). Adema3s, a los animales se les realizd la PCR de
muestras obtenidas de moco nasal, para poder determinar la presencia de M. bovis. En todas las

muestras correspondientes a las cuatro pruebas realizadas, los resultados fueron negativos.
6.2. Determinacién de IFN«y

Debido a la iImportancia de monitorear el comportamiento de la respuesta inmune celular in vitro,
se evalub la produccibn de IFN«y, al inicio del experimento, comrespondiente al dia 0,
posteriormente a la 14* semana después de vacunados y de entrea 5 y 6 meses después de
desafiados.

En la figura 8.2.1. y Cuadro 6.2.1. se observan la produccion promedio de IFN-y de cada grupo,
obtenidos a partir de sobrenadante de cultivo celular, cuyos valores se expresan en DO, y que
corresponden al primer muestreo, al inicio del experimento. Los linfocitos fueron estimulados in
vitro con PPD bovino, Dip-z, complejo 45-47, Con A y sin estimular que equivale al control, cuyos
valores de DO fueron: DO < 0.5 para los linfocitos estimulados con PPD bovino, Dip-z, Complejo
4547 y el contro), mientras que para las muestras estimuladas con Con A, presentaron una
DO > 1.9 en todos los grupos. Cabe mencionar que para efectos de manejo de datos, se presentan
los promedios de los resultados de cada grupo.
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Flgura 6.2.1, Valores de DO para la prueba de IFN-y, del primer muestireo. La produccidn de IFN-y fue cuantificada 2 partir
del sobrenadanie de los cultives de linfocitos estimulados con PPD bovine, Dip-z , Comglejo 45-47, Con A y sin estimular al
Iniclo del expefimente, expresado en DO a 450 nm.

CUADRO 8.2.1. Cuadro de resuitados de producclién de IFN-y en el primer muestreo.

GRUPOS VACUNAS
Antigeno | CONTROL ¢ [BCG ¢ CFPE ¢ CFPE /IFN-y ¢
PPD bovino |0.139 a 0.137 a 0.327 a 0.176 a
Dip-z 0.102 a 0.135 a 0.349 a 0.312 a
C 4547 0.155 a 0.082 a 0.22 a 0.084 a
Con A 2.081 b 2077 b 2.146 b 1876 b
Control 0.072 a 0.067 a 0.189 a 0.1 a

a2 No hay diferencias significativas.

b Diferanctas significativas.

¢ No hay diferencias significalivas entre grupos.
d Diferenclas significalivas entre grupos.

En la figura 6.2.2. y cuadro 6.2.2. se muestr_an los valosres promedio de DO para la prueba de IFN-
y. del segundo muestreo, realizado en la 14° semana después de la Inmunizacién, cuyos valores
de DO: DO < 0.5 para el sobrenadante de los linfocitos estimulados con PPD bovino, Dip-z ,
complejo 4547, y el control, correspondientes a todos los grupos, sin embargo para los

estimulados con Con A tuvieron valores de DO >0.5 en todos los grupos.
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Flgura 6.2.2. Valores de DO para (a pfueba de IFN-y, del segundo muestreo. La produccién de IFN-y fue cuantificads a
partir del sobrenadante de los cultivos de linfocites estimulados con PPD bovino, Dip-z . Compiejo 4547, Con A y sin
estimular posteriores a la inmunizacién y desafio, expresado en DO a 450nm.

CUADRO 6.2.2 Cuadro de resultados de produccién de IFN-y durante el segundo muesireo.

GRUPOS VACUNAS
Antigeno |CONTROL ¢ |[BCG ¢ CFPE ¢ CFPE/NFN-y ¢
PPD bovino |0.255 a 0243 a 0.109 a 0.1468 a
Dip-z 0.131 a 0.074 a 0.069 a 0.09 a
C 4547 0.112 a 0.108 a 0.068 a 0.075 a
Con A 1127 b 0624 b 0.817 b 0904 b
Control 0.098 a 0.063 a 0.072 a 0.077 a

a No hay diferencias significativas.

b Diferencias significativas.

¢ No hay diferenclas slgnificalivas entre grupos.
d Diferencias significativas enire grupos,

En la figura 6.2.3. y el cuadro 6.2.3. se observan los promedios de valores de respuesta en 00O
para la prueba de IFN-y, que corresponde de 5 a6 meses después del desafio de los animales
y antes de) sacrificio, cuyos valores de DO fueron; DO< 0.5 para el sobrenadante de los linfocitos
estimulados con PPD bovino, en los grupos control, BCG y CFPE-IFN-g, sin embargo para el grupo
CFPE fue DO £ 0.5; para los linfocitos estimutados con Dip-z DO > 0.5, en los grupos control, BCG
y CFPE-IFN-g, siendo DO < 0.5 para el grupo inmunizado con CFPE; en el caso del complejo 45-
47 para todos los grupos fue DO >1.0; para Con A la DO >0.5 en los grupcs BCG y CFPE-
IFN-g; solo para el control del grupo CFPE la DO >.05

40



Grafica de produccion de IFN-gamma
3er muestreo

2.5
.§ 2 0O PPD bovino
B E 5. B Dip-z
T £
Se | BC 4547
@ 5 BCon A
g 0357 B Control

0

CONTROL aca CFPE CFPENFNG

Grupos de animales

Flgura 8.2.3. Valores de DO para la prueba de IFN-y, del tercer muesireo. La produccion de IFN-y fue cuantificada a partic
del sobrenadante de los cultivos de linfocitos estimulados con PPD bovino, Dip-z , Complejo 45-47, Con A y sin estmular
antes de} sacrificlo de los animales, en DO de 450nm.

CUADRO 6.2.3. Cuadro de resultados de produccién de IFN-y durante al tercer muestreo.

GRUPOS VACUNAS
Antigeno |CONTROL ¢ |BCG d CFPE d CFPE/FN-y d
PPD bovino |0.138 a 0.409 a 0.583 b 0187 a
Dip-z 1.037 b 0622 b 0.386 2 0622 b
45-47 1.061 b 1311 b 118 b 111 b
Con A 0.487 a 1.193 b 054 b 0.606 b
Control 0131 a 0.525 b 0.896 b 0.428 a

a No hay diferencias significativas.

b Diferenclas significalivas.

¢ No hay diferenclas significativas entre grupos.
d Difarencias significativas entre grupos.

6:3. Expresién de citocinas por grupo y por muestreo

6.3.1. Primer muestreo

Estos valores fueron obtenidos del promedio por grupo de la intensidad relativa porcentual en
respuesta de las diferantes citocinas con respecto a B-actina del grupo control. En Ja figura 8.3.1.,
es posible observar los productos de amplificacién de B-actina (890 pb), en gel de agarosa al 1.5%

teRido con bromuro de etidio al 1%, correspondiente a las células sin estimular utilizadas como
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control de todos los animales, donde los 24 animales mostraron amplificacién para esta citocina
con diferente intensidad.
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Figura 6.3.1. Gel de productos de amplificacién de la PCR. p-sctina ( producto de 890 pb), Camiles 1-24 mueastras de
céiulas sin estimular, Carriles PM marcadores de peso molecular.

En la figura 6.3.2. se observan los productos de amplifcacién del IFN-y (184 pb) de muestras de
los animales, donde se pudo determinar su expresion, observable en los carriles 3,5,6, 7,8y 13.
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Figura 6.3.2. Gel de produclos de amplificacién de la PCR. IFN-y (184 pb). Carriles 1, 6 y 11 muestras estimuladas ¢con PPD
bovino. Carriles 2,7 y 12 muestras estimuladas con Dip-z. Cacrlles 3, 8 y 13 muestras eslimuladas con complejo 45-47.
Carriles 4 y 9 muestras estimuladas con Con AL Carriles 5 y 10 muestras sin estimular. Carrl PM marcador de peso
molecular.
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La flgura B.3.3. es representativa donde se visualizan los productos de amplificacion de Ja tL-2 (457
po ) de muestras de los animales durante el segundo muestreo del grupo BCG. En los carriles 3,
11 y 13 es posible observar los productos de amplificacién para esta citocina.

12 3 45 67 6831011 12 13 PM
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1200
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100 457 pb

200

Flgura 6.3.3. Gel de producios de ampificacion de la PCR. IL-2 (457 pb ). Carriles 1, 8 y 11 muesiras estimuladas con PFD
bavino. Carriles 2,7 y 12 muesiras estimuladas con Dip-z. Carriles 3, 8 y 13 mueshras estimuladas con compiejo 45-47.
Carriles 4 y B muestras estimuladas con Con A, Cammiles 5 y 10 muestras sln estmular. Caml PM marcador de peso
molecular.

En la figura 6.3.4. es posible observar los productos de amplificacién de ta IL4 (311 pb) de
muesiras de animates durante el 3er muestreo. En los carriles 2, 8 y 10 se observa la expresiéon de
esta citocina. En la figura 6.3,5. los productos de amplificacién de la IL-10 (471 pb). se pueden
observar de muestras de animales obtenidas durante el 3er muestreo. En los carriles 2, 9, 10, 16,

25 y 26 se observan los productos de amplificaclén para esta citocina.
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Flgura 8.3.4. Gel de productos de amplficacién de la PCR. IL4 (311 pb). Camriles 1, 8 y 11 muestras estimuladas con PPD
bovino. Camites 2, 7 y 12 muestras estimuladas con Dip-z Carriles 3, 8 muestras estimuladas con complejo 45-47.
Carriles 4 y 9 muestras estimuladas con Con A. Camiles 5 y 10 muestras sin estimular. Carril PM marcador de peso
molecular.
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Figura 6.3.5. Gel de productos de amplificacién de la PCR. IL-10 (471 pb ). Carriles 1, 6 .11, 16, y 21 muestras estimuladas
con PPO bovino. Carrles 2, 7, 12, 1 y 22 muestras estimuladas con Oip-z. Carrlles 3, 8, 13, 18 y 23 muestas estimuladas
con complejo 45-47. Cariles 4, 9, 14, 19 y 24 muesiras estimuladas con Con A, Carriles 5, 10, 15 y 20 muestras sin
estimular. Carrll PM marcador de peso molecular.
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En la figura 6.3.1.1. y cuadro 6.3.1.1, se puede observar al inicio del experimento, la respuesta a
la estimulacién in vitro de los linfocitos, con los diferentes antigenos, estos respondieron
induciendo una expresién de ta citocina IFN-y, seguida de la citocina IL-2 en menor proporcién que
en ol caso de la anlerior, pero an particular |a respuesta ante la estimulacién con el compiejo 45-
47 provoco una respuesta similar de ambas citocinas, incluso una expresidn escasamente
perceptible de ta citocina IL-10, que en ef caso de estimulacién con los otros antigenos no se
provoco una respuesta indicadora, siendo asi el mismo ¢aso para IL-4. En general la expresién de

las citocinas fue no significativa.

Gréfica de expresion de citocinas del
grupo control
1er muestreo
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Figura 8.3.1.1. Resullados de PCR para el grupo control en et primer muestreo. Se observa la expresién promedio de les
cllocinas estudiadas {IFN-y, IL-2,IL-4 e 1L-10). Los resultados estan rapreseniados como la intensidad relativa de las bandgs
en {os geles, 1efildos con bromuro de etidio.

CUADRO. 8.3.1.1. Expresién de cdilocinas en porceniajes de intensidad refativa de (-aclina.

ANTIGENO | IFNwy ¢ IL-2 ¢ IL4 c IL-10 ¢
PPD bovino | 17.18 a 464 a 0.84 a 0.25 a
Dip-z 16.77 a 483 a 0.44 a 028 a
C45-47 19.68 a 2069 a 1,15 a 3,82 a
Con A 24.32 a 3.72 a 0.41 a 0.13 a
Control 32.31 a 1 a 0.33 a 0.01 a
p-actina 100 100 100 100

a No hay diferencias signlificativas entte antigenos.
b Oiferencias significativas enfre antlgenos.

© No hay diferenctas significativas entre citocinas.
d Diferencias significativas enlre citocinas.
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En la figura 6.3.1.2. y Cuadro 6.3.1.2. se observa en los animales del grupo 8CG, la respuesta a

la estimulacién in vitro de los linfocitos, con los diferentes antigenos, estos respondieron

induciendo una expresién de la citocina IFN-y, de manera significativa, scbre tade para el caso de

PPD bovino, pero en el caso de la IL-2, IL4 e IL-10 no hubo respuesta significativamente

perceptible.
Grafica de expresion de citocinas del
grupo BCG
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flgura 6.3.1.2. Resultades de RT-PCR pars el grupo BCG en al primer muestreo. Se observa la expresion promedio de las

citocinas estudiadas (IFN-y, IL-2 IL-4 e IL-10). Los resultados estan representados como la infensidad refativa de las bandas

en los geles, tefiidos con bromure de etidio.

CUADRO. 6.3.1.2. Expresién de citoclnas en porcentajes de inlensidad relativa de p-actina.

ANTIGENO |IFN+y d IL-2 ¢ L4 ¢ IL10 ¢
PPD bovino | 53.12 b 085 a 245 a 1.56 a
Dip-z 39.86 a 0.3 a 141 a 148 a
Ca5-47 2459 a 0.19 a 0.29 a 114 a
GCon A 3741 a 0.18 a 048 a 0.32 a
Control 286 a 2.86 a 0.42 a 0.22 a
B-actina 100 100 100 100

a No hay diferencias significaiivas entre anilgenos.

b Diferencias significativas entre antigenos.
¢ No hay diferencias stgnificativas entre cilocines.
a Diferenclas significativas entre citocinas.
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En el caso de los animales asignados al grupo CFPE, el promedio de respuesta en intensidad
relativa , presento una respuesta ante todos los antigenos de IFN-y, sobre todo al ser estimulados
con Con A, Dip-z y con PPD bovino, de manera significativa; en una menor proporcién respuesta
de IL-2, asl como L4 e IL-10, ambas respuestas menores al 10% de la respuesta de las dos
ptfimeras, visible en la figura 6.3.1,3. y Cuadro 6.3.1.3.
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Figura 6.3.1.3. Resultados de RT-PCR para el grupo CFPE en el primer muestreo. Se obsesva la expresion promedio da
las citocinas estudiadas (IFN-y, IL-2,IL-4 e IL-10). Los resultados esldn representados como la Inlansidad relativa de (as
bandas en los geles. tefildos con bromuro de etidio.

CUADRO. 6.3.1.3. Expresién de cliocinas en porcentajas de intensidad relativa de p-actina.

ANTIGENO [IFN«y d IL-2 ¢ L4 ¢ IL-10 ¢
PPD bovino |51.12 b 9.52 a 13.46 a 3.87 a
Dip 2 5347 b 22.47 a 529 a 2.39 a
C45-47 4589 a 41.84 a 6.18 a 764 a
Con A 64.03 b 27.22 a 233 a 775 a
Control 5639 b 21.79 a 6.72 a 492 a
-actina 100 100 100 100

a No hay diferencias significativas entre anfigenos.
b Diferenclas significativas enire antigenos.

¢ No hay diferenclas significativas entre clitocinas.
d Dfferencias significativas entre citocinas.

Es observable en la figura 6.3.1.4. y Cuadro 6.3.1.4. que los animales que serlan asignados al
grupo CFPE, el patrén de respuesta a la estimutacién in vitro de sus linfocitos, con los diferentes
antigenos, estos respondieron induciendo una expresién de la citocina IFN-y, de manera no

significativa y muy similar entre todos los antigenos menos el control; se presento el mismo caso



de la IL-2 en mayor proporcién que en el caso de la citocina anterior, pero principalmente bajo la
estimulacién del PPD bovino; las respuestas para IL-4 e IL-10 son poco perceptibles, por no tanto
no significativas.
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Figura 6.3.1.4. Resullados de RT-PCR para el grupo CFPE-IFN-g en el primer muestreo. Sa abserva la expresion promedio
de las citocinas estudiadas (IFN-y, (L-2,1L4 e (L-10). Los resultados estan representados como la Intensidad refativa de las
bandas en los geles, teflidos con bromuro de etidio.

CUADRO. 6.3.1.4. Expreslénde citocinas en porcentajes de intensldad refativa de p-actina.

ANTIGENO | IFN«y ¢ IL-2 ¢ IL4 ¢ IL-10 ¢
PPO bovino |10.66 a 48.39 a 276 a 337 a
Dip z 1295 a 16.42 a 3.65 a 962 a
C45-47 12.95 a 20.68 a 476 a 1.59 a
Con A 10.01 a 24.58 a 19 a 5683 a
Control 500 a 14.44 a 114 a 166 a
B-actina 100 100 100 100

a No hay diferenclas significativas entre antfgenos.
b Diferancias significativas entre antigenos.

¢ No hay dlferencias significativas entre citocinas.
d Diferenclas significativas enre citocinas.

6.3.2 Segundo muestreo

Los resultados que a continuacion se expresan, muestran el patrén de respuesta de citocinas, ante
la estimulacién in vitro de los linfocitos con los mismos antigenos utilizados al principio del

experimento, Estos valores fueron obtenidos posteriores a la conformacién de grupos, en la
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semana 14 correspondiente a la inmunizaciéon, se muestran en intensidad relativa porcentual con
respecto a fi-actina.

En la Figura 6.3.2.1. y Cuadro 6.3.2.1. se observan los valores de respuesta, del grupo control
correspondiente a los animales que no recibieron inmunizacién y donde es visible en primer lugar
el aumento en la expresion del IFN-y, sobre todo 2l ser estimulados con PPD bovino y Con A, con
los otros antigenos la respuesta fue inferior; para IL-2 la respuesta fue visible con la estimulacion
de PPD bovino y el complejo 4547, y en menor proporcién con los otros antigenos; IL-4 tuve un
expresion mayor para aguellas que fueron estimulados con PPD bovino, sin embargo con los otras
antigenos hubo una respuesta disminuida; en el caso de IL-10 las respuestas fueron muy similares
para los antigenos PPD bovino, Dip-z, Complejo 45-47 y Con A, para el control la respuesta fue
disminuida, en generat no hay diferencias significativas entre los resultados con las citocinas -2,
IL.-4 e IL-10.
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Figura.56.3.2.1. Resultados de RT-PCR para el grupo conlrol en ¢l segundo muestreo. Se observa la expresién promedio por
grupo de las citocinas estudiagas (JFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10). Los resultados estan representados como el porcentaje de la
infensidad relativa de las bandas en los geles, tefiidos con bromuro de etidlo.

CUADRO. 6.3.2.1. Expreslén de cilocinas en porceatajes de intensidad relativa de p-actina.

ANTIGENO |IFNy d |IL-2 ¢ L4 ¢ IL10 ¢
PPD bovino [111.46 b [40.86 a 47.25 a 45.68 a
Dip-z 2067 a |139 a 21.31 a 43.01 a
C45-47 2226 a |86 b 24.24 a 41.08 a
Con A 119.58 b [25.21 a 20.29 a 36.97 a
Control 28.07 a [20.36 a 15.16 a 16.4 a
B-actina 100 100 100 100

8 No hay diferencias significativas entre anligenos.
b Diferencias significalivas entre antigenos.

¢ No hay diferenclas significativas entre citocinas.
d Diferencias significativas entre ctocinas.
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Es posible observar en la figura 6.3.2.2. y Cuadro B.3,2.2. los resuftados de la expresion de las
citocinas, donde destaca la expresion de IFN-y, de manera significativa, sobre todo de aquellos
animales estimulados con PPD bovino y Dip-z; IL-2 tuvo una respuesta muy baja para todos los
antigenos; L4 la respuesta fue ligeramente superior a la IL-2, pero poco perceptible; I1L.-10 tuvo
una respuesta muy similar entre todos los antigenos, sin embargo su respuesta fue mayor en
comparacién con IL-2 & IL-4, pero menor que el promedio de IFN-y, por lo tanto no hay diferencias

significativas.
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Figura.6.3.2.2. Resultados de RT-PCR para el grupo BCG en el segundo muesireo. Se observa la axpresion promedio por
grupo de fas citocinas estudiadas (IFN-y. IL-2,IL-4 e IL-10). Los resullados estan representadoes como la inlensidad refativa
de las bandas en los geles, tenidos con bromuro de elicio.

CUADRO. 8.3.2.2. Expresidn de cditocinas en porcentajes de Intensidad relaliva de p-actina.

ANTIGENO |IFNy d [IL-2 ¢ L4 ¢ IL-10 ¢
PPD bovino | 282.25 b |11.7¢ a 26.84 a 254 a
Dip-z 12338 b [9.53 a 9.38 a 3581 a
C 4547 7.9 a [5589 a 873 a 3742 a
Con A 16.45 a 68 a 26.67 a 30.07 a
Control 2437 a |863 a 14.28 a 381 a
-actina 100 100 100 100

a No hay diferencias significativas entre antigencs.
b Diferencias significativas entre antigenos.

¢ No hay diferencias significativas entre citocinas.
d Diferenciag significativas entre citocinas.
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En el grupo correspondiente a CFPE, figura 6.3.2.3. y cuadro 6.3.2.3. no hubo respuesta de las
citocinas IFN-y, IL-2, e IL-10 ante ninguno de los antigenos, sin embargo si hubo respuesta apenas

perceptible, por lo tanto no significativa, de IL—4 para las células estimuladas con Dip-z y Con A.
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Figura. 6.3.2.3. Resuliados de RT-PCR para el grupo CFPE en el segundo muestreo. Se obssrva la expresidn promedio por
grupo de las cilocinas estudiadas (IFN-y, IL-2,1L-4 e (L-10). Los resultados estan representades como la intensldad relativa
de las bandas en los geles, {efiidos con bromuro de etidio.

CUADRO. 8.3.2.3. Expresién de citecinas en porcentdjes de intensidad refativa de -actina.

ANTIGENO [IFN«y ¢ IL-2 ¢ IL4 d IL-10 ¢
PPD bovino | 0 a 107 a 6.04 a 48 a
Dip-z 0 a 0.44 a 15.85 b 452 a
C45-47 0 a 0.83 a 533 a 585 a
Con A 0 a 111 a 18.55 b 52 a
Control 0 a 0.57 a 16.36 b 247 a
B-actina 100 100 100 100

a No hay diferencias significativas entre antigenos.
b Diferenclas significalivas entre antigenos.

¢ No hay diferencias significativas envre citocinas.
8 Diferencias significativas enlre ¢itocinas.
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En la figura 6.3.2.4. se observa nula expresién de respuesta de citocinas IFN«y, IL-2 e IL-10, ante

lodos los antigenos para la estimutacién con todos los antigenos; IL-4 tuvo una respuesta

significativa para las células estimuladas con PPD bovino, y en segundo termino para el resto de

los otros antigenos.
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Flgura. 6.322.4. Resultados de RT-PCR para el grupo CFPE-IFN-y en el segundo muestreo. Se observa la expresion
promedio por grupo de las citocinas estudiadas {IFN-y, IL-2,IL4 e IL-10). Los resuftados estdn represeniados como la
intensigad relafiva de las bandas en los geles, teflidos con bromuro de elldlo.

CUADRO. 6.3.2.4. Expresion de citocinas en porcentajes de Intensidad relativa de B-actina.

ANTIGENO [IFN«y ¢ L2 ¢ L4 d |IL-10 ¢
PPD bovino | 0 a 0 a 140.76 b 0 a
Dip-z 0 a 0 a 89.31 b 0 a
C 45-47 0 a 0 a 7516 b 0 a
Con A 0 a 0 a 9012 b 0 a
Control 0 a 0 a 74,54 b 0 a
B-actina 100 100 100 100

a No hay diferencias significativas enire aniigenos.

b Diferenclas significativas entre antigenos.
¢ No hay diferenclas significativas entre citocinas.

d Diferenclas significalivas entre citocinas.

6.3.3. Tercer muestreo

Los siguientes resuftados demuestran los valores promedio por grupo de la respuesta a la

estimulacién in vitro

experimento son expresados en
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de los linfocitos con los antigenos utilizados desde el comienzo del

intensidad relativa porcentual con respecto a p-actina. Estos



valores fueron obtenidos después del desafic de entre 5y 6 meses y antes del sacrificio de los
animales.

En la siguiente figura 6.3.3.1. y cuadro 6.3.3.1. es posible observar la respuesta de las diferentes
citocinas a la estimulacién con los antigenos descritos previamente donde IFN-y e [L2, mostraron
una eficiente produccién de estas ante todos los antigenos evaluados, ya que entre ellos tuvieron
respuesta similar se considera que no hubo diferencias significativas, sin embargo estas
diferencias se hicieron observables comparadas ¢on IL-4 ¢ IL-10 donde no hubo evidencias de
expresion representativas,
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Figura. 8.3.3.1. Resultados de RT-PCR para el grupo conirol en el tercer muestreo. Se observa la expresion promedio por
grupo de las citocinas estudiadas (IFN-y, IL-2,IL-4 & IL-10). Los resultados estdn represeniados como la Intensidad relaliva
de las bandas en los geles, tefidos con bromuro de etidio.

CUADRO. 8.3.3.1. Expresién de cilocinas en porcentajes de inlensidad relativa de -actina.

ANTIGENO |IFNw d IL-2 d IL4 ¢ 110 ¢
PPDbovino [69.87 b (8584 b 2463 a 0 a
Dip-z 9481 b 81.65 b 16.56 a 0 a
C 45-47 7474 b |96.04 b 155 a 0 a
Con A 114.38 b 7207 b 15.08 a 0 a
Control 11286 b |[B4.2 b 21.28 a 0 a
B-actina 100 100 100 100

a No hay diferencias significalivas entre aniganos.
b Diferenclas significalivas entre antigenos.

¢ No hay diferenclas significativas entre citocinas.
d Diferencias significativas entre citocinas.
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Los resultados de la figura 6.3.3.2. y cuadro 6.3.3.2. revelan una respuesta significativa de |FN-y
ante la estimulacion de todos los antigenos pero sobresalen el complejo 4547 y Con A; seguida de
la expresién IL-2 que es ligeramente perceptible en comparacién con IFN-y, pero en similar nivel
entre todos los antigenos para esta citocina; los valores para L4 casi no se expresaron; para IL-
10 no hubo expresién, ante ningun antigeno.
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Flgura. 6.3.3.2. Resultados de RT-PCR para el grupo BCG en el tercer muastreo. Se observa la expresién promedio por
grupo de las cltocings estudiadas (IFN-y, IL-2,1L-4 e IL-10). Los resultados esidn representados como la intensidad relativa
de las bandas en los geles, tefiidos con bromuro de atidlo.

CUADRO. 6.3.3.2. Expresidn de citocinas en parcentajes de intensidad relaliva de $-actina.

ANTIGENO | IFN«y d iL-2 ¢ L4 ¢ IL-10 ¢
PPD bovino | 44.66 a 24.87 a 10.76 a 0 a
Dip-z 5153 b 2512 a 796 a 0 a

C 4547 69.48 b 25 a 83 a 0 a
Con A 70456 b 25.29 a 804 a 0 @
Control 68.17 b 283 a 785 a 0 a
p-actina 100 100 100 100

a No hay diferenclas significativas entre antigenos.
b Dliferencias significativas entre antigenos.

¢ No hay diferencias significativas entre citocinas.
d Diferencias significativas enire citocinas.
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En la figura 6.3.3.3. y cuadro 6.3.3.3. se muestran ios resultados del grupo inmunizado con CFPE,
donde la respuesta de expresién de IFN-y es poco evidente para todos los antigenos, pero
ligeramente mayor para el antigeno PPD bovino; IL-2 solo respondié al estimulo con PPD bovino;
IL4 no tuvo respuesta; IL-10 respondié a tedos los antigenos de manera poco perceptible, donde
para todas las citoclnas no fue significativa su respuesta..

Gréafica de expresién de citocinas del

Grupo CFPE
der muestreo
400 - m PPD bovino
° .
5 § 300- m Dip-z
@ % 32200 m C 4547
23 100 -
e = mCon A
< olamdl I [ I

T q 1

m Control
IFNg L2 IL<4 IL-10

. O Beta-actina
Citocinas

Figura. 6.3.3.3. Resuflados de RT-PCR para el grupo CFPE en el tercer muesireo. Se observa la expresion promedio por
grupo de las citocinag estudiadas (IFN-y, IL-2,)L4 e IL-10). Los resullados estan representados como la Iniensidad relativa
de las bandas en los geles, tefildos con bromuro de etidlo.

CUADRQO. 8.3.3.3. Expresién de citocinas en porceniajes de intensidad relativa de f-actina.

ANTIGENO [IFNy d IL-2 ¢ IL-4 ¢ IL10 ¢
PPD bovino | 33.35 a 359 a 1.02 a 311 a
Dip-z 14.04 a 1.46 a 0.56 a 4,34 a
C 45-47 2493 a |0.059 a 0.059 a 3.55 a
Con-A 16.89 a |2 a 0.74 a 436 a
Control 1492 a |06 a 09 a 519 a
B-actina 100 100 100 100

a No hay diferencias significalivas entre anligenos.
b Diferenclas significativas entre antigenos.

¢ No hay diferencias significativas entre citocings.
d Diferenclas significatives enire cliocinas.
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La figura 8.3.3.4. y cuadro 6.3,3.4. muestra los resultados de la respuesta de IFN-y, donde reflejo
diferencias significativas en valores superiores al total de p-Actina, al ser estimuladas con todos los
antigenos; IL-2 e IL4 tuvieron una respuesta minima para todos los antigenos, a comparacion con
la citocina IFN-y; @ IL-10 en general tuvo una respuesta menor a IFN-y, pero mayor que IL-2 e IL-4,
para todos los antigenos, por lo tanto si hubo diferencias significativas.

Grafica de expresion de citocinas del
Grupo CFPEIFN-G
Jer muestreo
m PPD bouvno
& Dip-z
3 .o
[ m C 4547
é mCon A
m Control
IFNg L2 IL4 110 |5 Beta-actina
Citocinas

Figura. 6.3.3.4. Resultados de RT-PCR para el grupo CFPE- IFN-y en el tercer muesireo. Se observa la expresion
promedio por grupo de las citocinas estudiadas (IFN-y, IL-2,/L4 e IL-10). Los resuliados estdn representados como la
intensidad relativa de Iss bandas en los geles, tefiidos con bramuro de elidio.

CUADRO. 6.3.3.4. Expresién de citocinas en porcentajes de intenstdad relativa da 8-acting.

ANTIGENO [IFN-y d IL-2 ¢ IL4 ¢ IL-10 d
PPD bovino | 331.38 b |42.96 a 17.89 a 8473 b
Dip-z 19227 b |33.55 a 19.71 a 107.13 b
C 45-47 20899 b [44.12 a 21.56 a 76.09 b
Con A 37842 b [36.41 a 184 a 136.02 b
Control 24325 b [26.16 a 11.87 a 16341 b
-aclina 100 100 100 100

a No hay diferenclas significativas enlre anligenos.
b Diferenclas significativas entre antigenos.

¢ No hay diferencias significativas entre cilocinas.
d Diferencias significativas entre citocinas.
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6.4. Inspeccién Post-mortem

Se obtuvieron los siguientes resuftados en érganos, NL y zona de inoculacién: El grupo 1, que
permanecié como control, siendo el que mostré mayor nimero y grado de lesiones, ademas en
todos los animales de este grupo se observaron lesiones, el tipo de lesidn que presentaron todos
los NL fue de linfadenitis supurativa, ampliamente diseminadas, los méas afectados fueron los
NL cervicales profundos, observandose lesidén en cuatro animales de este grupo con un didmetro
> 2.5 em. En tres 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 superficiales (antes pre-escapulares), solo dos animales presentaron lesién de >
0.3 a2 1.0 cm. Un solo animal tuvo lesién en NL retrofaringeo lateral con una lesién > 2.5 cm y
otra una lasién en NL mandibular de 1.0 cm aproximadamente. En lo que respacta a fa zona de
inoculaciéon  hubo lesién en tres animales de tamafio > 0.5 ¢m hasta 3.0 cm de aspecto
purulento. En el pulmén de un solo animal se observé una lesidn < 0.5 cm de aspecto
ligeramente purulento, en el Idbulo cavdal derecho.

El grupo 2, vacunado con BCG, fue el que menos lesiones mosiré de todos los grupos,
encontrandose dos animales totaimente libres de lesiones, un animal con lesién solo en la zona
de inoculacién, un animal con lesién Unica en NL mediastnicos < 0.7cm y otro animal con
pequeias lesiones en NL cervicales profundos y madiastinicos < 0.3 cm. Y por Uitimo, solo un
animal mostré lesion en los siguientes: NL retrofaringeos medios < 1.0 cm, NL cervicales
profundos > 1.0 em y en NL traqueobronquiales y mediastinicos < 1.0 cm

En lo que corresponde al grupo 3, inmunizado con CFPE de M, bovis, tas lesiones fueron menos
extensivas y de menor grado en los NL, la mayorfia de estos fueron muy localizadas, cercanas a
la zona de inoculacién y Ia lesién fue de linfadenitis supurativa. Solo un animal presenté lesién
> 1 cm de didmetro an un NL, otro animal tuvo lesién en 5 NL, 2 de estas < 0.7 emy 3 lesiones
< (.3 cm. Solo un animal fue completamente 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 cm. Ningtn animal mastré lesion en la zona de inoculaclén.

En el grupo 4, inmunizados con CFPE mas IFN-y, solo un animal se encontré libre de lesiones
sugestivas a3 TB; los demas animales, si mostraron lesiones pero comparado con el grupo
control las lesiones no fueron tan frecuentes, y se encontraron localizadas y de menor tamailo.
El NL mas afectados en este grupo fueron los cervicales profundes, encontrando lesiones < 0.2
cm hasta > 0.1 cm en cinco animales. Los resultados a la necropsia se ruestran mas
claramente en {a ¢uadro 6.4.1.
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7. DISCUSION

Se ha tornado dificil el poder realizar un diagnéstico preciso de la TB, ya que aun la enfermedad no
esta completamente comprendida y aunado a esto las herramientas de diagnoéstico que se utilizan,
tienen el inconveniente de que identifican a aquellos animales que han tenido contacto con
micobacterias atipicas, asi como en las fases tempranas de la infeccion que aun no se ha
establecido una respuesta inmune adaptativa, sin embargo es de tomar en cuenta que existen
diversos patrones de respuesta inmune en la TB, dependiendo de la especie y aun entre el mismo
individuo, el tiempo de exposicién a la enfermedad y de la cepa patégena de desafié (Lugo, 2003).
El empleo de la prueba ID, es la mayormente difundida a nivel mundial para el diagnéstico de la
enfermedad, con sensibilidad de 70% y su especificidad de 60%, esto ha provocado que se
desarrollen otras técnicas, como la prueba para la determinacién de IFN-y, que se caracteriza por
representar mayor sensibilidad y especificidad en relacién a la ID (Domingo et al.,1995).

Al inicio del experimento, se realizaron las pruebas de ID, ELISA, IFN-y y PCR, para comprobar la
salud de los animales, y la ausencia de la TB, ya que provenfan de una zona con baja prevalencia
de tuberculosis bovina, los resultados de todas ellas fueron negativos, en todos los animales, tal y
como se esperaba, ya que la prueba de PCR al ser muy sensible y especifica, pudo haber
detectado en caso de existir, animales en apariencia sanos (Zumarraga et al.,2001).

En investigaciones previas se ha reportado la importancia de la edad de los animales al momento
de la inmunizacién con BCG, ya que juega un papel muy trascendental para que se pueda
desarrollar una inmunidad protectiva en esta y otras enfermedades, ya que entre menor sea la
edad, mayor sera el rango de proteccion, de manera general se puede mencionar que los animales
de este estudio, al momento de ser vacunados eran menores de 14 meses, y al sacrificio no
mostraron lesiones extensivas, ni de gran tamafo. (Lyashchenko et al., 2004), esto es de
importancia ya que existe un riesgo mayor de infectarse cuando los animales entran al ciclo
productivo, que es alrededor de 2.5 afios, y que en caso de estar vacunados les conferiria
proteccién contra la infeccion natural.

Durante la respuesta inmunitaria en la tuberculosis participan una gran cantidad de poblaciones
celulares, y una amplia red de mediadores solubles, el éxito en la eliminacion del bacilo,
depende de una correcta integracion de las defensas del Hospedador hacia infecciones
intracelulares, donde se involucra una respuesta inmune innata asi como una inmunidad
adaptativa mediada por células. El control inmunolégico de la infeccidn 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 IFN-y, pero existen

otras subpoblaciones celulares involucradas durante la infeccién por tuberculosis como
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linfocitos T CD8" y linfocitos Ty8; que estan involucrados en la respuesta temprana y proveen
una fuente de quimiocinas y también secretan IFN-y (Stenger y Modlin, 1999).

En la realizacién de la investigacion, fue necesario vacunar y desafiar de manera experimental
bovinos, para poder evaluar la expresiéon de citocinas; entre estas moléculas existe un grupo
importante, cuya funcion es la de modular la respuesta inmune, a través de un patron de respuesta
principalmente Th1, y asi tratar de controlar la enfermedad o por otro lado permitir el avance de la
misma. A través de la técnica de RT-PCR fueron evaluadas: IFN-, IL-2, que corresponden al
patrén Th1, y las del patron Th2: IL-4 IL-10. Después de la aplicacion de una dosis de desafio de
10* UFC, de tal manera que semejara una infeccién natural, en algunos estudios se ha reportado
que a bajas dosis para el desafio inducen el primer tipo de respuesta ( Ng et al., 1997).

Después de vacunar y desafiar a los animales, leucocitos de estos animales fueron estimulados in
vitro con PPD bovino, Dip-z, Complejo 45-47, Con A y un grupo sin estimular, para posteriormente,
utilizar los iniciadores adecuados, para cada citocina. Se sabe que la expresion del mRNA es una
medida apropiada de la produccién de citocinas, ya que la mayoria de los genes de las citocinas
son regulados a través de la trascripcién y su expresion se correlaciona directamente con los
niveles de proteina (Covert y Splitter, 1995; Ng et al., 1997). Esta prueba de RT-PCR, ha sido
empleada por algunos investigadores como herramienta para detectar la transcripcién de mRNA de
citocinas bovinas en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) (Covert y Splitter,1995),
El uso de la RT-PCR se fundamenta porque los niveles de expresiéon de citocinas son mejor
detectados cuando se utilizan este tipo de pruebas (Kelso et al., 1991), que se caracterizan por su
elevada sensibilidad, ya que detecta pequefias concentraciones de las citocinas buscadas en
PBMC (lto y Kodama, 1994), como en el caso de IFN-y e IL-2 en cultivos celulares cuando los
bovinos son inoculados con M. bovis ( Ng et al., 1997).

Cuando se procedi6 a analizar los resultados se observé que en el grupo vacunado con BCG se
estim6 haber logrado una respuesta inmune protectiva, donde se correlacionaron los niveles de
produccién de IFN-y con el patrén de respuesta de las citocinas que se enfocé hacia Th1, se ha
determinado que BCG es un potente estimulador de células CD4+ y un pobre estimulador de
células CD8+ (Kaufmann y Hess, 2000), en comparaciéon con la observacion de las lesiones al
momento del sacrificio, se encontrdé una correlacion también directa en dos animales del grupo, ya
que no tuvieron ninguna lesién y del resto de los animales sus lesiones fueron moderadas. En
animales vacunados experimentalmente con M bovis BCG, se ha visto proteccion contra el
desarrollo de lesiones (Waddinton y Eliwood, 1972), asi como la reduccién en el tamafio de las
lesiones, de tal manera que aquellos animales no vacunados desarrollaran lesiones (Buddle et al.,
1995a), como ha sido demostrado en nuestro experimento. La BCG induce una elevada

produccion de IFN-y e IL-2, y con el uso de BCG los bovinos tienen hasta un 75% de proteccién
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contra la induccién experimental intratraqueal con M. bovis (Lyashchenko et al., 2004), esto fue
observado dentro de este grupo, en la inspeccion post-mortem. La expresién de IFN-y ha sido
observada después de 2 semanas de haber sido vacunados con BCG, induciendo proteccion
(Buddle et al., 2002), por lo que es esencial para promocién de la proteccién inmunolégica contra la
tuberculosis bovina (Wedlock et al, 2002), esta observacion no es aplicable en su totalidad en este
caso, porque esto no correlacioné con la prueba para determinacién de produccién de IFN-y, pero
en la PCR si correlaciond en este grupo. Asi mismo la dosis de vacunacién con BCG se encontrd
dentro de los rangos recomendados para conferir proteccién, ya que algunos autores mencionan
que dosis menores inducen mejor protecciéon (Buddle et al., 2002), Cabe sefialar que la via de
inoculacién es importante ya que aquellos animales que son vacunados intratraquealmente o
subcutaneamente pueden desarrollar lesiones (Buddle at al.,1995b), no fue el caso para los
animales del estudio. Por otro lado algunas observaciones demuestran que el adyuvante utilizado
en la vacuna puede mediar la respuesta hacia Th1 o Th2, observando que el dextran induce
fuertemente la expresion de IL-2 (Wedlock et al, 2002), ciertamente la vacuna BCG contenia
dextran, pero no indujo una expresién de IL-2, sin embargo de IFN-y, de manera general sumando
el efecto de los antigenos, pudo ser observada.

Con lo que respecta al grupo CFPE mostré eficacia en la proteccién contra el desarrollo de
lesiones extensivas en diferentes érganos, ya que las lesiones se presentaron en pocos 6rganos y
de ligeramente lesionados a moderadas; en cuanto a la produccién de IFN-y y la valoracion del
patrén de citocinas estas correlacionan positivamente, hacia un patrén de respuesta tipo Th1. Se
ha observado que el uso de CFPE de M. bovis, tiene la capacidad de estimular la respuesta
inmune y proteger contra la infeccion, sin embargo puede diferir en la produccion de altos niveles
de anticuerpos y bajos niveles de citocinas del patréon Th1, por lo que es considerada en segundo
termino después de la BCG, ahora bien cuando se usa en combinacién con IL-2 reduce las
lesiones en pulmén, sin embargo el tipo de respuesta predominante bajo estas condiciones suele
ser Th2, (Wedlock et al.,, 2000). El CFPE obtenido de M. tuberculosis y de M. bovis contiene
proteinas que altamente estimulan las células T de ratén y asi como las de bovinos (Wedlock et
al, 2002)

Para el grupo vacunado con CFPE/IFN-y, solo un animal del grupo no presento lesiones y en los
demas se observo que las lesiones fluctuaban de moderadas a muy lesionado en los érganos
afectados, con caracteristicas de calcificacion, se dice que la mineralizacion de las lesiones se ha
podido detectar después de los 35 dias de provocar la infecciéon por M. bovis, cuando los animales
han sido vacunados con CFPE (Wedlock et al., 2000), con respecto a la produccién de IFN-y se
puede mencionar que sus valores correspondieron al patrén de secrecién de citocinas, donde la

citocina mayormente expresada fue IFN-y, sobrepasando el valor relativo de p-actina (100%), sin
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embargo por otro lado también se llego a expresar de manera significativa IL-10, pero en menor
proporcion a la citocina antes descrita.

En el grupo control la produccion de IFN-y no fue significativa después del desafio salvo en
aquellas muestras que fueron estimuladas con los antigenos Dip-z y complejo 45-47, donde sus
valores fueron significativos, sin embargo estos valores no correlacionaron directamente con los
expresados en la PCR, ya que pudo observarse un patrén se respuesta Th1, con la expresién de
IFN-y e IL-2.

La expresion de IFN-y esta asociada con la reduccién del crecimiento del bacilo en ratones
(Wilkinson et al., 2000), sin embargo en los grupos BCG, CFPE/IFN-y correlacion6 esta informacién
ya que fueron los grupos con menos lesiones, y sus niveles de expresién de citocinas para IFN-y
fueron elevados, pero en el grupo control sus niveles de expresion fueron elevados, y al sacrificio,
sus lesiones abundantes.

De manera experimental se ha visto el uso de vacunas recombinantes, que han demostrado baja
proteccién comparadas con BCG, la especificidad de la respuesta inmune celular dependera en
gran medida del reconocimiento de los antigenos asociados al complejo mayor de
histocompatibilidad (Carpenter et al., 1997). En otros casos, diversos antigenos han sido
estudiados, pero existen diferencias en la respuesta y eficacia en la proteccion cohtra la infeccion
por M. bovis (Fine, 1989). Ahora bien dependiendo de! antigeno, se estimulan las diferentes clonas
de células T y por lo tanto seran reguladas los tipos de respuesta de citocinas Th1 o Th2, estos
patrones suelen cambiar dependiendo del modelo animal, por lo que en bovinos puede ocurrir la
presentacién de ambos patrones de respuesta, ya que la expresion de IFN-y, IL-2, IL-4 e [L-10 en
ganado se regula de diferente manera, como en el caso del grupo vacunado con CFPE/IFN«y,
donde aparentemente se presentaron ambos patrones, después del desafio (Brown et al., 1998),
en presencia de todos los antigenos. El PPD bovino induce IFN-y e IL-2 ( Ng ef al., 1997), el PPD
bovino aplicado y el Esat-6 al ser utilizados como inmundgenos, promueven la proteccién del
individuo por medio de la produccién de IFN-y (Pym et al., 2003), en este caso todos los antigenos
indujeron ambos patrones de respuesta.

Se menciona que el uso con mitégenos pueden estimular potencialmente células que nunca han
sido estimuladas asi como células de memoria (Brown et al., 1998), como Con A que estimula
linfoblastos bovinos ( Ng et al., 1997), sin embargo pudo observarse que no en todas las muestras

fue ese el caso, de manera general la mayoria de ellas no fueron perceptibles, sus expresiones.
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8. CONCLUSIONES

1. Lavacuna de BCG indujo una buena proteccion. La vacunacién con CFPE’s, produjo una
proteccion aceptable, ya que las lesiones sugestivas a tuberculosis fueron observadas en
NL cercanos a la zona de inoculacién, siendo mas pequefias y mas escasas en
comparacién al grupo control, con tendencia del NL a encapsular las micobacterias, sin
mostrar lesiones extensivas en otras partes del cuerpo. No existié un adecuado sinergismo
entre el CFPE’s e IFN-y, como se mostré en el grupo 4, a pesar de ser el IFN-y pieza
clave en la CMI, siendo éste fundamental para lograr una correcta proteccion contra la
enfermedad.

2. En cuanto a la capacidad del antigeno a estimular la expresién de citocinas, de manera
general se puede decir que el PPD bovino es el que estimula una expresién mayor de IFN-
y , seguido de los antigenos complejo 45-47 y Dip-z, que también inducen a la expresién
de IFN-y , sin embargo estos mismos antigenos estimulan la expresioén de otras citocinas
dependiendo del grado avance de la enfermedad, que pudo ser observado conforme los
resultados del desafio.

3. Con respecto a las vacunas utilizadas, la vacuna BCG indujo una buena expresion de IFN-
¥, por lo que hace pensar que hoy dia sigue confiriendo a una buena proteccién y en un
segundo lugar la utilizacién de la vacuna CFPE.

4. No en todos los casos se observd la expresién de mRNA de IFN-y en aquellas células
estimuladas con Con A, como se reporta en algunas publicaciones de investigacion, en
bovinos y modelos murinos.

5. También en algunos casos, los resultados de la prueba de IFN-y , no concuerdan con los

resultados de RT-PCR para esta citocina
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10. APENDICE

Agua con dietil-pirocarbonato (DEPC).

1) 100 pl de dietil-pirocarbonato

2) cbp 1000 mi de agua Mili-Q ( o destilada)
3) Dejar agitando toda la noche a 4°C

4) Esterilizar por calor 15 min. 15 libras

Alcohol ef{ilico al 75%.
1) 75 ml de alcohol et{ilico absoluto
2) cbp 100 ml de agua DEPC ( destilada)

Solucién bufferada de fosfatos (PBS) 1X.
1) NaCL 8.0gr

2) K;HPO 1.2gr

3) KH,PO 0.34gr

4) cbp 100 ml

TAE 50 x (TRIS-acido acético- EDTA).
1) 24.2 grde TRIS base

2) 5.71 ml de acido acético glacial

3) 25mlde EDTA 0.2 M pH 8.0

4) cbp 100 ml de agua DEPC

Gel de agarosa al 1.5%.

1) 100 mide TAE 1X (diluir 1ml de TAE 50X en 49 ml de agua destilada)

2) 1.5grde agarasa

3) 1 plde bromuro de etidio en 100 ml

A 100 ml de TAE X agregar 1.5 gr de agarosa, homogenizar con calor y agregar 1
pl de bromuro de etidio.

CTAB

100 ml
1) NaCL 41gr
2) CTAB 10 gr
3) Agua 100 ml

Amortiguador de pegado. (Buffer de carbonatos 0.06 M pH 9.6).
1) 3.8 gr/L de bicarbonato de sodio (NaHCO3)
2) 1.93 gr/L de carbonato de sodio (Na,COj)
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Amortiguador de lavado. Buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.2 con NACL y 0.1% de
Tween 20.

1) 1.10 gr/L de fosfato de sodio dibasido (Na, HCOa)

2) 0.32 gr/L de fosfato de sodio monobasico (NaH,PQO3)

3) 8.5gr/L de cloruro de sodio

4) 1 mlde Tween 20

5) 1000 ml de agua destilada

Solucion blogueadora. 3% de leche descremada en PBS y 0.1% Tween 20.
1) 1.10 gr/L de fosfato dis6dico hidrogenado (Na,HPO,)

2) 0.32 gr/L de fosfato de sodio dihidrogenado (NaH,PO,)

3) 8.5 gri/L cloruro de sodio (Nacl)

4) .5 ml/l. Tween 20

5) 3 gr para 100 ml de leche descremada en polvo

Solucién de revelado. Amortiguador de citratos 0.05 M pH 4.5.
1) 4.6 gr/L de 4cido citrico (CsH s07)

2) 7.64 gr/L de citrato trisodium (NazCsHs0;2H, O)

3) 4 mg/ 10 ml de orto-fenilendiamina

4) 4 pl/10 ml agua oxigenada (H, O, )

Acido sulfarico 2 M (H, SO,)
1) 556.5 ml H, SO, cbp 500 mi
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11. ABREVIATURAS

APC
BCG
CFPE
CMI
Con A
CTAB
DEPC
DNA
DTH
ELISA
GALT
GM-CSF
ID
IFN-y
IL
iINOS
LAM
MHC
mRNA
NK
NO
NOS2
OMS
PBMC
PMN
PPD
PRONABIVE
RT-PCR
SDS

- SFB
TB

Tc
TCR
Th
TNF-a
TNF-B
UFC

Célula presentadora de antigeno

Bacilo Calmette- Guérin

Extracto protéico de filtrado de cultivo
Inmunidad mediada por células
Concanavalina A

N-acetil-N, N, N; trimetil bromuro de amonio
Dietilpirocarbonato

Acido desoxirribonucléico

Hipersensibilidad retardada

Inmunoensayo ligado a enzima

Tejido linfoide asociado a intestino

Factor estimulador de colonias de macréfagos y granulocitos
Intradermoreaccién

Interferén- gamma

Interleucina

Sintasa de 6xido nitrico inducible
Lipoarabinomanana

Complejo mayor de histocompatibilidad

Acido ribonucléico mensajero

Célula asesina natural

Oxido nitrico '

Sintasa de 6xido nitrico

Organizacion Mundial de la Salud

Células mononucleares de sangre periférica
Polimorfonucleares

Derivado protéico purificado

Productora nacional de bioldgicos veterinarios
Transcriptasa reversa-reaccién en cadena de la polimerasa
Duodecil sulfato de sodio

Suero fetal bovino

Tuberculosis bovina

Linfocito T citotoxico

Receptor de células T

Linfocito T cooperador

Factor de necrosis tumoral- alfa

Factor de necrosis tumoral-beta

Unidades formadoras de colonias
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