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RESUMEN

La TBbD es una de las enfermedades mds antiguas e importantes del ganado bovino
por sus consecuencias econdomicas que llegan a ser de 450 millones de dolares anuales tan
solo en México y de salud publica que se ha ido incrementando a lo largo de estos tltimos
afios por la aparicion del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Desgraciadamente los
programas para el control de la TBb que se usan hoy en México no son completamente
efectivos, lo que da lugar a la blisqueda de nuevas y mejores alternativas para la
erradicacion de la enfermedad. La vacunacion podria llegar a ser una de las herramientas
mas efectivas para lograr esta finalidad. El objetivo de este trabajo fue evaluar el grado de
proteccion conferido por la vacuna de extracto proteinico de filtrado de cultivo (CFPE) de
Mycobacterium bovis y una vacuna recombinante de Mycobacterium vaccae contra la TBb
en becerras menores de 45 dias de edad provenientes de una explotacion lechera con 34%
de prevalencia de la enfermedad, que contaba al momento de realizar el estudio con 385
becerras de diferentes edades. Se seleccionaron para este estudio 30 becerras Holstein de
entre 10 y 45 dias de edad, es importante mencionar que todas las becerras fuerdon
vacunadas con diferentes inmunogenos para la prevencion de la enfermedad, los cuales
fueron CPFE de M. bovis, la vacuna recombinante de M. vaccae y una recombinante BCG
Phipps, ambas con el gen de la proteina PstS-1 de 38 kDa. Las becerras seleccionadas
fueron negativas a la prueba de ELISA e IFN-y y provenientes de madres negativas a la
prueba de intradermoreaccion (ID) doble comparativa. Se dividieron en 3 grupos de 10
animales; el primer grupo fue vacunado con CFPE de M. bovis, el segundo grupo con M.
vaccae y el tercer grupo no fue vacunado quedando como control. La respuesta inmune
celular se evalué mediante la produccion de IFN-y en plasma obtenido de cultivo de sangre
completa estimulada con PPD bovino, PPD aviar y ESAT-6 este tltimo con la finalidad de
poder diferenciar animales vacunados de infectados; mientras que la inmunidad humoral se
evalud a partir de una ELISA comparativa empleando CFPE de M. bovis y M. avium para
detectar los niveles de anticuerpos; ambas pruebas se monitorearon a los 15, 30, 60, 90,
120, 150 y 180 dias después de la vacunacion. A los tres grupos se les realizé la prueba de
ID simple 10 meses después de la vacunacion y 2 meses después se hizo la prueba de ID

doble comparativa.



Con respecto a la produccién de IFN-y de plasma obtenido de sangre completa,
estimulada con PPD bovino los animales vacunados con CFPE mostraron los niveles mas
elevados de la citocina en el menor tiempo (15 dias); en el caso de la sangre estimulada con
PPD aviar desde el dia cero se mostré una diferencia entre el grupo control y los grupos
vacunados y para la sangre estimulada con ESAT-6 el grupo control mostr6 los niveles de
produccion de IFN-y mas elevados. En cuanto a la respuesta humoral el grupo vacunado
con CFPE manifestd una mayor produccion de anticuerpos a M. bovis, seguido del grupo
vacunado con M. vaccae. En ninguno de los 3 grupos se mostr6é un nivel de produccion de
anticuerpos importante al CFPE de M. avium. Los resultados de la prueba de ID simple
fueron negativos en los tres diferentes grupos por otro lado los resultados arrojados en la
prueba de ID comparativa fueron de un animal sospechoso por grupo; si se considera que la
reactividad es debida a una posible infeccién por cepas de M. bovis de campo, podemos
pensar que al lo largo del monitoreo ninguno de los animales se encontraba infectado, sin
embargo los resultados obtenidos hasta este momento no revelaron diferencias claras en los
parametros considerados para la evaluacion de la vacuna, no obstante ninguno de los
animales de los tres grupos muestra signos de infeccion, por lo que se propone el
seguimiento de estos animales hasta la etapa productiva en donde se espera que pueda
haber una mejor interpretaciéon en sus parametros para la evaluacion de las vacunas. Por
otro lado los resultados globales de la prueba de ID mostraron una reduccién en la
prevalencia de la enfermedad del 34% al 11%, por lo que se puede concluir que existe un

beneficio al emplear estas vacunas en la resistencia de la enfermedad.



1. INTRODUCCION

La TBb es una enfermedad infecto-contagiosa cronica, provocada por el agente causal
M. bovis, que se caracteriza por la formacidén de granulomas principalmente en noédulos
linfaticos, pulmones, higado, intestino, bazo, pleura y peritoneo. Es una de las
enfermedades mas importantes del ganado bovino, por sus consecuencias econdmicas para
el pais ya que su incidencia limita el desarrollo del sector pecuario, afectando
primordialmente a la ganaderia lechera, provocando una deficiencia en su condicion fisica
y productiva del animal; ademas de representar un riesgo para la poblacion humana, ya que
sus productos son una de las principales fuentes alimentarias en México (1, 2). Existen
factores que favorecen la presentacion de la TBb como son: la desnutricion, la
inmunodepresion, el estrés y el uso de corticosteroides, ademas los estudios han
demostrado que los animales de vida salvaje son una fuente de contagio importante para el
ganado. Existen programas para el control de la TBb, estos programas se basan
principalmente en la deteccion de animales infectados y sacrificio inmediato de estos,
desgraciadamente estos programas han sido solo efectivos en paises desarrollados que son
capaces de costearlos y donde no hay animales de vida salvaje que actien como reservorios
de la enfermedad (3). Para aquellos paises que no son capaces de solventarlos como el
nuestro, la vacunacioén puede llegar a convertirse en un instrumento practico para luchar

contra la TBb (4).

Se ha determinado que la inmunidad protectora en contra de la TBb es la inmunidad
celular, que esta mediada principalmente por interacciones entre células T especificas, por
antigenos micobacterianos y por los macrofagos activados, cuya actividad fagocitica y
bactericida se incrementa como resultado de su activacion por el interferén gamma (IFN-y)
producido por las células NK (células asesinas naturales) y el linfocito T, cuya
diferenciacion a linfocitos cooperadores 1 (Thl) se favorece por las mismas citocinas

(5, 6).

Para las estrategias del desarrollo de mejores y nuevas vacunas hacia la TBb, se parte

de identificar aquellos antigenos capaces de estimular y activar linfocitos T con un perfil



de secrecion de citocinas tipo Thl, que se caracterizan por producir cantidades
significativas de IFN-y, interleucina-2 (IL-2) e IL-12, citocinas que se asocian con la

resistencia micobacteriana en algunos modelos experimentales (7, 8).

Hoy en dia se estan evaluando nuevas vacunas con diferentes antigenos micobacteriales
como el MPB70, MPB83 y el Ag85A. Las observaciones han demostrado que el antigeno
MPB83 induce una fuerte respuesta celular, caracterizada por un predominio de células T
CD4 sensibilizadas especificamente que inducen una produccion significativa de IFN-y, asi
como una inmunidad humoral caracterizada por la produccion de anticuerpos especificos de
la clase Ig(G2; mientras que el empleo del antigeno MPB70 como vacuna ha mostrado ser
menos eficaz (9). Una cualidad que debe tener la vacunacién contra la TBb es que
primordialmente no induzca la hipersensibilidad tardia ya que esta interfiere en el
diagnéstico de la TBb al no poder diferenciar animales vacunados de aquellos que estan
infectados naturalmente; para esta finalidad se han descrito dos proteinas, el antigeno de
secrecion temprana (ESAT-6) y la proteina CFP-10, producto del genoma Unicamente de

cepas patogenas de campo de M. bovis (10).

1.1 Historia de la tuberculosis

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas que afecta a seres humanos
y animales, se estima que tiene una antigiiedad de 15,000 a 20,000 afios. Se cree que las
micobacterias evolucionaron de otros microorganismos mas primitivos dentro de su propio
género Mycobacterium, ademas de que en algin momento dado de la evolucion, alguna
especie de micobacteria traspasara la barrera bioldgica por presion selectiva y pasara a
tener un reservorio en animales, esto posiblemente dio lugar a M. bovis, que es aceptada

por muchos como la més antigua de las especies del complejo tuberculosis (11).

En el siglo XVI la “enfermedad perlada” del bovino se consideré como una forma
de tisis humana. A mediados del siglo pasado el padecimiento se transmitié6 en numerosos
experimentos en humanos y en bovinos a conejos y cobayos, atribuyendo entonces su

aparicion a un agente transmisible especifico. En el afio de 1882, Robert Koch describe por



primera vez a M. tuberculosis como agente de la tuberculosis del hombre y de los animales
al utilizar una nueva técnica de tincién, ademas de que fue capaz de cultivar y reproducir la
enfermedad; mas tarde Koch opin6 que la tuberculosis humana era distinta de la bovina y
debido a ello suponia que no era necesario proteger al hombre contra la “enfermedad
perlada del bovino”, este punto de vista lo refutaron numerosos experimentos, segun el
resultado de los cuales los agentes de la tuberculosis humana y de los animales son
variedades de una misma especie de bacteria (12). Koch emple6 el bacilo muerto como
vacuna desafortunadamente, no inducia proteccion en los pacientes no infectados y al
inyectarlo de forma intravenosa en personas infectadas ocasionaba reactivacion de la
enfermedad; sin embargo después se reveld su importancia para el diagnostico de la
enfermedad; Koch subray6 en 1891 sus observaciones con la frase: “La piel de un cobayo
tuberculoso se comporta de otra manera que la piel de uno sano frente a la inyeccion

intradérmica de tuberculina” (13).

En Gran Bretafia en el afilo 1937 se comprobd la importancia de M. bovis en el
desarrollo de la enfermedad en humanos. En el afio de 1940 Lansteiner y Chase
demostraron que la inmunidad contra la tuberculosis es mediada por células y no por los

mecanismos humorales del sistema inmune (7, 11).

1.2 Tuberculosis bovina (TBb) en México

La tuberculosis en humanos se ha incrementado de manera alarmante en los tltimos
10 afios, en M¢éxico no se conoce con precision el nimero de casos de tuberculosis en
humanos atribuibles a M. bovis debido a la carencia de laboratorios especializados en la
caracterizacion de cepas (14), en el caso del ganado es bastante grave ya que causa pérdidas
econdmicas a los productores mexicanos provocando el cierre de fronteras y el sacrificio de
animales infectados con una prevalencia a nivel nacional del 11.1% en ganado de leche y
2.9% en ganado de carne, representando una pérdida econdmica de 450 millones de ddlares

anuales (2, 4, 15).



En México las estrategias a seguir para el control de la TBb estan dirigidas por la
Direccion General de Salud Animal, dependencia adscrita a la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), donde se menciona que
en zonas de baja prevalencia (ganado de carne), las medidas son: el diagndstico y sacrificio
de animales positivos, la cuarentena de los hatos infectados, la vigilancia epidemiologica en
rastros y mataderos y la constatacion de hatos libres. En zonas de mediana y alta prevalecia
(Ganado lechero y doble propdsito) son: el diagnéstico, sacrificio o segregacion de
reactores, cuarentena de hatos positivos, vigilancia en rastros, aplicacion de medidas de

bioseguridad y el manejo de hatos infectados (15).

1.3 Importancia en salud publica y econémica

En la actualidad la tuberculosis es considerada por la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, ya que 2.9

millones de personas mueren de los 8 millones de casos clinicos reportados cada afio (16).

En el afio de 1970 en diferentes paises se registr6 un descenso importante en la
presentacion de casos en humanos por lo que se penséd que la enfermedad estaba controlada;
pero en 1980, tras ese periodo de descenso comenzaron a reportarse varios casos, este
aumento se debi6 a la aparicion del VIH, por lo que se considerd a la tuberculosis como
una epidemia global creciente de alto riesgo (17). Ademas del VIH existen otros factores
que han influido en el incremento de la tuberculosis en humanos como: la diabetes mellitus,
la desnutricién, inmunodepresion y la zoonosis, esta ultima considerada como una de las
mas importantes vias de transmision por el consumo de leche sin hervir ya que el 40% de la
leche que se consume en nuestro pais no es pasteurizada (18); se estima que M. bovis es
responsable del 10% de tuberculosis en humanos, razon suficiente que justifica su control

(19, 20, 21).

La TBb aparte de causar grandes estragos en salud publica, cobra gran importancia
por sus repercusiones econdmicas a nivel mundial que se calcula sobrepasan los 3 billones

de dodlares anuales. Origina perjuicios al ganadero limitando el comercio internacional;



ademads de provocar disminucion de la fertilidad hasta de un 6%, merma la produccion
lactea en un 17%, baja conversion alimenticia que conduce a un lento aumento de peso del
animal o disminucién gradual del mismo (caquexia), decomisos de carne, y desecho
prematuramente obligado de los animales afectados, ademas de causar disminucién en la

inmunidad aumentando la susceptibilidad a otras enfermedades (22).

Los principales animales afectados por TBb son los destinados a la produccion de
leche, ya que son sometidos a situaciones de estrés constante como lo es la alta produccion
de leche, el hacinamiento, la mala ventilacion de los establos y cambios bruscos de
temperatura, pero ademas existen otros factores predisponentes como la resistencia
individual, la virulencia de la cepa de M. bovis causante de la infeccion, carga antigénica y

grado de hipersensibilidad del animal (23, 24).

1.4 Caracteristicas de las micobacterias

Las micobacterias son, aerobios obligados, bacilos acido alcohol resistentes
(BAAR), intracelulares con una anchura aproximada de 0.5 pm y una longitud variable, no
forman esporas y de crecimiento lento, se han considerado como bacterias gram positivas,
pero no se tifien con dicha tincion, se consideran tradicionalmente diferentes del resto de las
bacterias debido a que la estructura de su pared celular es inusual ya que esta constituida
por 4 polimeros: peptidoglicano, arabinogalactano, acidos micoélicos y lipoarabinomanano
(LAM). Este ultimo tiene una gran cantidad de funciones inmunorreguladoras, como la
activacion de las células T e inhibicion de la activacion de los macréfagos; la pared incluye
ademas lipidos de superficie como los micosidos y sulfolipidos que son importantes para su
patogenicidad. Su pared celular contiene 60% lipidos, 10% péptidos—glicosados, a partir de
¢éstos se determinan los caracteres de la colonia, ademas de asegurar la supervivencia de las
bacterias en el interior de los macrdfagos (25). La cera D y varias tubérculoproteinas
inducen una reaccion de hipersensibilidad retarda, que es detectada en la prueba de ID. Se
tifien por el método Ziehl-Neelsen, su crecimiento puede ser en medios sintéticos simples
favorecidos con una atmosfera de 5-10% de CO; con una temperatura de 30 a 42°C, pero en

el caso particular de M. bovis su desarrollo se inhibe en presencia de glicerol. El cultivo de



M. tuberculosis y M. bovis en este tipo de medios no se consigue hasta la 8 semana de

incubacion (12).

Las micobacterias que son capaces de producir tuberculosis estan agrupadas en el
complejo tuberculosis, dentro de este complejo se encuentran M. bovis (bovinos), M
tuberculosis (humano), M. africanum (de Africa), M. microtti (roedores) y mas

recientemente descrita M. canetti (26).

Dentro del complejo tuberculosis, M. bovis muestra un amplio espectro de
hospederos, se ha aislado en: bovinos, cerdos, cabras, gatos, camellos, perros, llamas,
ciervos, tejones, zarigiieyas, marsupiales, liebres europeas, elefantes, caballos y humanos

Q7).

La transmision de M. bovis puede ser de varias formas, la mas comun e
importante es por la formacion de aerosoles (aerogena) con un 90% - 95% de los casos y la
via oral se presenta en un 10% - 5% siendo una ruta menos eficiente porque se requiere de

un gran numero de microorganismos para penetrar la mucosa intestinal (28).

En general M. bovis es resistente ya que puede sobrevivir durante largos periodos de
tiempo si las condiciones ambientales son favorables, en heces o suelo estéril si se
encuentra protegido de la luz puede vivir varios meses, en moco traqueal conservan su
viabilidad hasta 40 dias, en el agua de bebida estancada puede guardar su poder infectante
hasta 18 dias después de su contaminacion, en la leche mueren mediante la pasteurizacion;

la desecacion y la luz solar también son eficaces (19).
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Figura 1.Representacion molecular de la estructura de la pared celular de M. bovis.

1.5 Patologia de la TBb

Para explicar la reaccidon del organismo frente a la micobacteria ingresada es
necesario puntualizar que existen diferencias dependiendo de la via de invasion y si es la
primera vez que se tiene contacto con la micobacteria; si es el primer contacto con la
micobacteria los animales no disponen de ninguna resistencia especifica a diferencia de

aquellos animales que ya tuvieron un contacto previo (29).

Si es la primera vez que tiene contacto el animal con la micobacteria y la via de
entrada es aérea, el bacilo tendrd acceso a los alvéolos donde serd ingerido por los
macrofagos, estos macrofagos infectados entran a la circulacion y llegan a linfonodos
regionales; los macréfagos intentan destruir al bacilo aunque en la mayoria de los casos los
bacilos evitan la destruccion intracelular cambiando el pH del endosoma o inhibiendo la
apoptosis; la micobacteria se multiplica intracelularmente destruyendo al fagosoma lo que
produce una respuesta proinflamatoria localizada que favorece el reclutamiento de células

inflamatorias y monocitos que se diferenciaran en macrofagos, los cuales ingeriran de



nuevo a la micobacteria pero no la destruiran. Entre los 15 y 21 dias después de la infeccion
se desarrolla la inmunidad mediada por células, dirigida principalmente por los linfocitos T

especificos que proliferan en el granuloma.

El tubérculo o granuloma esta constituido en su centro de macréfagos infectados y
células gigantes de Langhans dando lugar a una necrosis caseosa seguida de calcificacion,
esta area esta rodeada de células epiteliales, linfocitos y algunos granulositos, las fibras de
colageno y componentes extracelulares delimitan la zona de lesion del tejido normal; en la
mayoria de los casos esta reaccion es suficiente para impedir la posterior difusion de la
bacteria en todo el organismo, pero esto va a depender del estado inmunitario del animal y
de la virulencia de la bacteria, ya que en ocasiones si el animal esta inmunodeprimido le es
dificil contener la micobacteria superando la resistencia local, logrando de esta forma
invadir a todo el organismo, esta generalizacion conduce a la tuberculosis miliar. Si la
entrada de la micobacteria fuera por via oral las lesiones primarias se encontrarian en
amigdalas, intestino grueso, intestino delgado ganglios linfaticos mesentéricos y ganglios

linfaticos faringeos.

Aquellos animales que tuvierén un contacto previd con la micobacteria su
efectividad se limita a las superficies de los canales anteriormente establecidos, a este curso
se le conoce como tuberculosis cronica ya que la bacteria se disemina muy lentamente. Los
animales con un contacto previo a la micobacteria pero que estan inmunodeprimidos ya sea
por el parto, deficiencias nutricionales, uso de corticosteroides o alguna enfermedad viral,
la resistencia del animal puede disminuir provocando la invasion a todo el organismo, a

este curso se le conoce como generalizacion tardia o forma de derrumbamiento (25, 12, 29).
1.6 Inmunidad de la TBb

Durante la infeccion con M. bovis, tanto la inmunidad celular, como la inmunidad
humoral participan para combatir a la bacteria, de hecho la inmunidad celular predomina en

estados tempranos de la enfermedad, pero esta disminuye y es eventualmente remplazada

por la inmunidad humoral ya en estados avanzados de la enfermedad (30).
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Se han establecido 3 fases en el desarrollo de la TBb. La primera fase es la de
reconocimiento, donde el animal inhala al bacilo y los macrdéfagos alveolares lo fagocitan;
la segunda fase es la de activacion, donde los monocitos de sangre y otras células
inflamatorias son atraidas al sitio de infeccién, ademas los monocitos se diferencian en
macroéfagos pudiendo asi liberar citocinas y la tltima fase es la efectora donde se instaura
la respuesta inmunitaria especifica, que es beneficiosa para el organismo ademds de

presentarse la reaccion de hipersensibilidad tardia (31).

En el afio 1986 se reportd que las células T se dividen en dos subpoblaciones Thl y
Th2; los Thl que producen IFN-y, IL-2 e IL-12 y los Th2 que producen IL-4, que inhibe la
produccion de IFN-y, IL-5 que estimula la produccion de IgE e IL-6. Estudios recientes han
comprobado la importancia del IFN-y contra la TBb, por esto se concluye que la inmunidad
protectora en la TBb va a depender de la respuesta inmune celular dada por los linfocitos T

y la respuesta Th1 (32).

Cuando los macrofago alveolares ingieren al bacilo, se convierten en macrofagos
activados, este tipo de macrdofago tiene diferentes caracteristicas ya que son mas grandes,
tienen mayor gasto metabolico, mayor contenido en lisosomas y enzimas, realizan con
mayor eficacia funciones digestivas, bactericidas y procesamiento de antigenos para su
presentacion a las células T, los macréfagos secretan factor de necrosis tumoral (TNF) que
activa a los neutrofilos y a las células dendriticas. Hay produccion de IL-12 por las células
fagociticas, esta interleucina es importante en la induccién de IFN-y, ademas de regular la

respuesta innata con la respuesta adaptativa e inducir la inmunidad tipo Thl (33).

Después de 2 a 3 semanas se activa la inmunidad adquirida en la que participan en
forma importante los linfocitos T CD4 y los T CDS8. Los linfocitos T CD4 se activan
después de ser estimulados con el bacilo, estos liberan citocinas como IFN-y que tiene
funcién protectora en contra de la TB, al activar a los macrofagos. Las células T CD4,
también secretan IL-2, que activa a las células NK, este tipo de células es importante
porque se consideran que son las principales productoras de IFN-y, IL-12 e IL-18. Las

células T CDS8 al activarse liberan enzimas que son capaces de destruir a las células
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infectadas. Una vez que se establece la respuesta inmune especifica beneficiosa para el

organismo, también lo hace la reaccion de hipersensibilidad tardia (34).

Las micobacterias pueden ser opsonizadas por moléculas del componente C3b del
complemento, inmunoglobulinas (IgG), asi como por el factor surfactante A (SpA); esto
ayuda a la bacteria a ingresar al macréfago de manera eficiente. La eliminacion del bacilo

va a depender de la interaccion entre los macréfagos infectados y los linfocitos T (35).

1.6.1 Inmunidad en neonatos

Los neonatos nacen con un sistema inmune competente; el nimero de linfocitos B
circulantes hallados en terneros se aproxima al 30% del hallado en los adultos, y no es sino
hasta los 20 dias de vida cuando las concentraciones encontradas en los terneros son

similares a la de los adultos (36).

La respuesta inicial, conocida como respuesta primaria, se caracteriza por que se
tarda en presentar y tiende a tener una baja concentracién de anticuerpos por lo tanto es
necesario el apoyo inmunologico materno para que el recién nacido no sucumba ante
posibles infecciones (37, 38). La calostrogénesis es una etapa diferenciada y de duracion
limitada, donde la madre le transfiere inmunoglobulinas a su cria. Esta parece estar bajo la
influencia de hormonas lactogénicas y mecanismos locales dentro de la glandula mamaria.
Durante este periodo se transmiten IgG que constituyen el 85.5% de las
inmunogamaglobulinas totales presentes en el calostro. Los anticuerpos derivados del

calostro tienen una vida media de 15 - 16 dias en el sistema neonatal (39).

Las secreciones mamarias contienen cuatro tipos de células: linfocitos, neutrofilos,
macrofagos, y células epiteliales. Los linfocitos representan mas del 30%, los macrofagos y
neutréfilos son los predominantes; es importante aclarar que los linfocitos T superan a los
linfocitos B en todos los estadios de la lactacion. Dentro de los linfocitos T, se encuentran:
linfocitos CD4 y CDS8 que participan en los procesos de mediacion de la respuesta

inmunitaria celular. Las células T CD4 participan mediante la produccion de diferentes
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citocinas, mientras que las concentraciones incrementadas de las células T CDS intervienen
en las propiedades inmunosupresoras del calostro y la leche, lo cual permitiria una
activacion mas controlada del sistema inmunitario neonatal. Los linfocitos B representan
alrededor del 24% de las células del calostro, su papel principal es la sintesis de la IgA

(40).

Los linfocitos del calostro cumplen un papel protector contra enfermedades en el
recién nacido y podrian reducir la evolucion de enfermedades especificas. El factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), esta presente en la leche durante la lactacion pero su
cantidad disminuye entre la 4 y 6 semana después del parto. El calostro contribuye a
regular el crecimiento neonatal y puede amplificar las respuestas inmunitarias neonatales
tempranas. El calostro se absorbe por pinocitosis no selectiva, la absorcion es iniciada por
la presencia de macromoléculas y su eficiencia disminuye a lo largo de las primeras 24
horas de vida. La masa de inmunoglobulina absorbida por el ternero serd inversamente
proporcional a la concentraciéon de macromoléculas no inmunoglobulinas presentes en el
lumen intestinal (41). El concepto de fracaso de la transferencia pasiva se ha empleado en
gran medida para describir situaciones en las cuales el recién nacido no absorbe los niveles

adecuados de inmunogamaglobulinas (42).

Existe una relacion entre niveles mas elevados de IgG y menor incidencia de
enfermedad, por lo tanto la concentracion de inmunoglobulina contribuye a la resistencia a
la enfermedad. Las inmunoglobulinas transferidas en forma pasiva pueden causar supresion
especifica e inespecifica de la inmunidad neonatal, la inhibicion se ilustra por el hallazgo de
que la produccion endodgena de anticuerpos aparece antes y alcanza concentraciones pico
mas elevadas en terneros privados de calostro, estos efectos inhibidores inespecificos del
calostro pueden persistir hasta 4 meses. La alimentacion con calostro puede disminuir la
capacidad humoral de los terneros, el calostro contiene elementos con actividad
inmunologica que podrian afectar la respuesta inmunitaria de estos. Una consecuencia
practica importante de los efectos inmunomoduladores del calostro es su efecto potencial

sobre la respuesta a las vacunas (43).
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1.7 Diagnostico de la TBb

Actualmente la prueba mas usada para el diagndstico de la TBb es la prueba de ID,
la cual presenta algunos inconvenientes como su baja sensibilidad (70%) y especificidad
(50-60%), y al igual que ésta existe una gran variedad de pruebas, pero ninguna es 100%
efectiva lo que hace necesario investigar los fendmenos que presentan la variabilidad de las

pruebas y buscar nuevas alternativas (44).

1.7.1 ID

También conocida como prueba de tuberculina, esta prueba ha sido aceptada
universalmente, evalia la inmunidad celular in vivo, basdndose en la respuesta de
hipersensibilidad tipo IV o respuesta tardia. Se utiliza para determinar si existe una
exposicion previa a los antigenos y para determinar la prevalencia aparente de TBb en un
hato. Ademas ha sido utilizada en los programas de erradicacion de la enfermedad desde

hace casi un siglo en Europa y Estados Unidos (45).

La principal limitacion de la prueba es su baja sensibilidad. Esta falla en la
sensibilidad de la prueba origina que un cierto nimero de animales enfermos queden sin
detectarse en los hatos, siendo esta situacion un gravisimo inconveniente para la
erradicacion de la enfermedad, especialmente en los animales anérgicos o recientemente
infectados, también es importante considerar que pueden variar los resultados por el uso de
antiinflamatorios, tras el parto y la edad del animal. Su especificidad es relativamente alta,
aunque a veces se presentan falsos positivos, que se atribuyen a la sensibilizacion con
micobacterias diferentes a M. bovis, principalmente M. avium (micobacteria atipica). La
Norma Oficial Mexicana (NOM-031-ZO0-1995) regida por la SAGARPA, autoriza el uso
del purificado proteico purificado (PPD) bovino elaborado con M. bovis cepa ANS, y el
PPD aviar elaborado con M. avium cepa D4 (46).

Actualmente se usan dos tipos de pruebas de ID: 1) Prueba de ID simple y 2) la

prueba de ID doble comparativa (confirmativa). La prueba de ID simple, se realiza en el
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pliegue anocaudal de la cola o en el cuello aplicando PPD bovino a una dosis de 0.1 ml en
forma intradérmica, la lectura se realiza a las 72 horas y las reacciones se clasifican como
positivas cuando sea visible y/o palpable cualquier engrosamiento, rubor, calor, dolor o
necrosis en el sitio de aplicacion; la reaccion serd negativa cuando no se observe ni se palpe
ningun cambio en la piel del sitio de aplicacion (15); otro criterio de lectura es medir el
grosor de la piel con un vernier, la reaccion se considera positiva si es 3 mm o mayor y
menos de 3 mm el animal serd considerado negativo (4). Esta prueba es la primera que se
hace de las 2 existentes, cuando un animal sale positivo a esta prueba se debe realizar la
prueba de ID doble comparativa (15), ya que es utilizada para realizar un diagnodstico
diferencial entre animales infectados por M. bovis de aquellos sensibilizados por exposicion
a otras micobacterias principalmente M. avium. Esta prueba consiste en la inyeccion
intradérmicamente del PPD bovino y PPD aviar en diferentes puntos de la tabla del cuello.
La lectura se realiza a las 72 horas y la dosis del PPD usada es de 0.1 ml de PPD bovino y
aviar respectivamente. La distancia entre la aplicacién del PPD bovino y aviar debera ser
entre 12 y 15 cm. La interpretacion sera positiva cuando la diferencia de PPD bovino sea
de 4 mm mayor que el PPD aviar, por otra parte serd considerado un animal negativo
cuando no hay reaccion al PPD bovino o cuando la reaccion sea igual o menor que el PPD
aviar; cuando la diferencia del PPD bovino es 2 mm mayor que el PPD aviar sera
considerado un animal sospechoso y se recomienda hacer la prueba de ID otra vez, pero se
recomienda esperar al menos 60 dias después de la primera prueba de ID que se realizd

(47).

1.7.2 IFN-y

La inmunidad celular hacia la micobacteria puede medirse in vitro, mediante la
cuantificacion del IFN-y liberado por las células T sensibilizadas después de la
estimulacion por antigenos especificos. El kit de BOVIGAM es una prueba de ELISA tipo
sandwich que emplea anticuerpos monoclonales que reaccionan solo con los epitopes del
IFN-y, evitando que haya una reaccion cruzada con los IFN-a o B. Sus ventajas son: que es
de rapida realizacion, es capaz de detectar pequefias cantidades de IFN-y y se puede usar

en bovinos, ovinos, caprinos y otros miembros de la familia Bovidae.
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Para la deteccion del IFN-y se usa el plasma obtenido de cultivos de sangre
completa estimulados con PPD bovino y PPD aviar, aunque existen antigenos mas
especificos como es el ESAT-6, y la proteina del filtrado de cultivo (CFP-10) su
especificidad se basa en que solo se encuentran en las cepas patdégenas de M. bovis y no en
las cepas vacunales. Los linfocitos T sensibilizados presentes en el cultivo secretan IFN-y
que es evidenciado mediante una prueba de ELISA de captura; la produccion de IFN-y
correlaciona con el grado de desarrollo de la enfermedad, por lo que en animales no
infectados sus niveles son bajos. Esta prueba tiene un 93% de sensibilidad cuando se usa
sola, pero si se usa en conjunto con la prueba de ID su sensibilidad puede llegar a ser de un

95.2% (48).

1.7.3 ELISA

El ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) se basa en una reaccion
antigeno — anticuerpo y puede detectar anticuerpos IgA, IgM, e IgG contra antigenos de M.
bovis, asi como algunas proteinas como ESAT-6, CFP-10, 38-kDa entre otras, empleando
el conjugado apropiado, la intensidad de color obtenida al final de la reaccion es
directamente proporcional a la concentracion de anticuerpos presentes en la muestra de
suero. Las pruebas serologicas no han dado resultados dignos de confianza para su uso en la
rutina diagndstica por su baja sensibilidad (60%). Pero esta prueba ha mostrado ser muy
util para determinar anticuerpos de M. bovis en estados muy avanzados de la enfermedad
cuando ya no se manifiesta la reaccion de tipo celular, como en el caso de los animales
anérgicos otras ventajas de esta prueba son que es muy economica y de facil realizacion

(49).

La prueba de ELISA mas usada para el diagnostico de la TBb es la de tipo sandwich
comparativa, que nos permite diferenciar entre M. bovis y M. avium. La prueba de ELISA
puede llegar a ser una herramienta muy practica siempre y cuando se haga ademas con

otras pruebas de diagndstico (50).
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1.74 PCR

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) tiene como objetivo amplificar
las cadenas de ADN blanco con la ayuda de la ADN polimerasa hasta lograr millones de
copias de un segmento especifico que cuando llegué a cierto numero de copias sea posible
visualizarlo por medio de una electroforesis en geles de agarosa. Esta prueba se basa en la
utilizacion de oligonucleotidos especificos que marcan la region del gen blanco a amplificar
(51). La region blanco que mas se ha utilizado en el caso de tuberculosis es aquella que

amplifica el gen que codifica la proteina MPB70, ya que es especifica de M. bovis (9)

Existen varios tipos de PCR como: PCR en tiempo real, PCR anidada, PCR in situ.
Esta prueba tiene muchas ventajas entre las principales, es que se puede realizar en
diferentes tipos de muestras biolodgicas como: sangre, exudado nasal, leche, tejidos, entre
otros, ademads de tener una alta sensibilidad (90.06%) y una especificidad (99%), pero tiene
algunos inconvenientes como su alto costo, ademds de requerir personal capacitado y

laboratorios equipados (52, 53).
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2. VACUNAS

El objetivo principal de vacunar al ganado contra la TBb, es la de prevenir que se
establezca la infeccion en los animales. Una vacuna ideal debe ser segura, que ofrezca un
alto grado de proteccion a fin de reducir la diseminacién de M. bovis, estable, econdmica y
que no intervenga en la prueba de ID, pero desgraciadamente las vacunas candidatas son

deficientes en una o varias de sus cualidades, sin embargo pueden ser funcionales (54).

Avances en el conocimiento de los procesos involucrados en la respuesta inmune
protectora hacia M. bovis y avances en las técnicas de la biologia molecular junto con la
complementacion de la secuencia del genoma de M. bovis, han dado oportunidad para
desarrollar y mejorar nuevas vacunas contra la TBb. Se han estudiado numerosos tipos de
vacunas, las basadas en microorganismos vivos atenuados, microorganismos muertos,
subunidades vacunales compuestas con proteinas purificadas y vacunas de ADN, pero por
ahora se encuentran en una etapa de desarrollo experimental y de ensayo en animales (54,

55).

El conocimiento de los mecanismos inmunes involucrados en la resistencia a la
enfermedad, y la identificacion de los antigenos capaces de inducir una respuesta celular
protectiva son las bases fundamentales para conseguir el éxito en el desarrollo de una

vacuna eficiente contra la TBb (56).

2.1 Vacuna de CFPE de M. bovis

La BCG ha sido la vacuna mas usada en el mundo desde 1928 en humanos contra la
tuberculosis, logrando reducir el riesgo de diseminacion de esta enfermedad entre la
poblacion; sin embargo su uso en los bovinos ha mostrado varias limitaciones, debido a que
sus mecanismos de proteccion no han sido completamente entendidos; y a que su eficacia
en estudios experimentales es variable y controversial (57); por estas razones se ha buscado
desarrollar nuevas y mejores vacunas contra la TBb, considerando entre las candidatas las

vacunas preparadas con CFPE de M. tuberculosis y M. bovis, de las cuales se ha observado
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no interfieren con las pruebas de diagndstico y no se ve comprometida su efectividad por
una presensibilizacion de micobacterias ambientales, ademéas se ha observado que
contienen proteinas que son capaces de estimular a las células T, lo que se traduce como

una buena proteccion contra la TBb (58).

Estudios realizados en ratones y cobayos con vacunas elaboradas con CFPE de M.
tuberculosis y M. bovis han mostrado que pueden inducir protecciéon contra desafios
aerogenos de cepas patogenas de M tuberculosis y M. bovis. Numerosas proteinas
micobacterianas han sido aisladas y caracterizadas de los CFPE, algunas de las cuales se
encuentran asociadas a la célula bacteriana y otras son secretadas. Los antigenos que
evocan la inmunidad protectora de los linfocitos Thl, aun no son completamente
identificados; sin embargo se han observado que las micobacterias vivas son eficientes en
la generacion de la resistencia adquirida especifica, comparada con la generacion de
micobacterias muertas, asi los antigenos secretados presentes en las extractos de filtrado
de cultivo micobacterianos, producido por el metabolismo activo de la bacteria son

esenciales para inducir la inmunidad protectora contra la TBb (59).

Existe ademds, una fuerte evidencia de que los antigenos del CFPE son altamente
reconocidos durante la infeccion en varios modelos animales. La proteina MPB70 de M.
bovis es un antigeno inmunodominante de la bacteria ademas de ser uno de los principales
componentes del filtrado de cultivo, capaz de evocar una respuesta en estados tempranos de

la tuberculosis pulmonar en los bovinos (60, 61).

Estudios recientes han mostrado que la vacunacion con CFPE en bovinos produce una
fuerte respuesta humoral, y una casi imperceptible respuesta celular (58), pero se ha
demostrado que si los animales se vacunan con CFPE y con los correctos adyuvantes como
CpG oligodeoxynucleotides, IFN-y, inteleucina 2, entre otros habrd una respuesta celular
elevada, ademds de mantener su respuesta humoral. Esta misma proteccion se observa en

animales que han sido vacunados con CFPE y revacunados con BCG (58, 62).
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2.2 Vacuna recombinante de M. vaccae

La bacteria M. vaccae es un micobacteria no patdgena, de rapido crecimiento y
habitante normal del suelo; la cual ha sido usada en varias pruebas como agente
inmunoterapéutico para el tratamiento de la tuberculosis y como inmunomodulador en

otras enfermedades (63).

Cuando M. vaccae es usada a dosis apropiadas provoca una respuesta inmune Th1 (64),
aunque al anadirle el gen inserto de la proteina PstS-1 del antigeno 38 kDa aumenta y
enriquece la produccion de esta respuesta. Ademas se ha comprobado que confiere
beneficios profilacticos y terapéuticos en desafios intratraqueales con M. tuberculosis en
roedores. La disponibilidad de los sistemas genéticos para la expresion de antigenos
recombinantes en M. vaccae proporciona una ventaja adicional, particularmente en relacion

con los antigenos de M. tuberculosis (65, 66).

El antigeno 38 kDa (PstS-1) de M. tuberculosis involucrado en la incorporacion de
fosforo inorgénico, es uno de los principales constituyentes del sobrenadante de cultivo de
esta bacteria, no obstante, se encuentra en concentracion significativa en M. bovis. El
antigeno posee diferentes epitopes capaces de inducir la proliferacion de células Thl
especificas que nos dan la inmunidad protectora contra la TBb, ademas de ser una molécula

blanca para las células T CDS8 (67).

La inmunodominancia de este antigeno en las reacciones mediadas por anticuerpos y
células T se basa en su localizacion extracelular. Debido a su relevancia antigénica su
utilidad como inmundgeno empleando una recombinante de M. vaccae para la prevencion
de la tuberculosis producida por M. tuberculosis fue evaluada en un modelo de ratéon con
resultados satisfactorios al momento del desafio con wuna cepa virulenta del
microorganismo; ademads existe un efecto inmunomodulador por los componentes de la
pared celular de M. vaccae, que beneficia una respuesta tipo Thl, necesaria para el control

de las infecciones por micobacterias (68).
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2.3 Vacuna BCG

La vacuna BCG esta hecha con el bacilo atenuado de M. bovis de Calmette-Guerin.
Albert Calmette y Camile Guerin asilaron la cepa de una vaca con mastitis tuberculosa, esta
cepa fue cultivada en medio de papa glicerinizada con bilis de bovino y después de 232
pases presentd cambios en la morfologia colonial, ademds de disminuir su virulencia.
Algunas de sus caracteristicas son: segura, relativamente estable y barata; estas cualidades
la hacen deseable para su uso, pero desgraciadamente tiene una gran desventaja y es que al
vacunar al ganado dan positivo a la prueba de tuberculina (54), sin embargo esto no

siempre sucede ya que existen experimentos que han mostrado lo contrario (4).

La vacuna BCG induce un nivel de proteccion contra la infeccion experimental de TBb,
pero es inefectiva contra infecciones de campo. Los factores que pudieron haber
contribuido a su fracaso es el empleo de dosis altas de 10°~10° unidades formadoras de
colonias (UFC), usada para vacunar, los recientes estudios han sido optimistas en su
eficacia a dosis de 10°-10° UFC, ademas han mostrado que al administrarse
subcutaneamente induce niveles de proteccion al desafidé con M. bovis y no presenta

reactividad a la prueba de ID (69, 58).

Por otro lado, se ha observado que la vacunacion al nacimiento muestra una eficacia
casi del 100% en la prevencion del desarrollo de lesiones de TBb, mientras que animales
vacunados a las 6 semanas de edad muestran una eficacia del 90% solamente. En pruebas
donde la BCG fue usada en animales de 5-8 meses su eficacia en cuanto a prevenir lesiones

fue del 0-68% en bovinos y en el humano de un 41% (69, 70).

2.4 Vacuna de ADN

Gracias a los avances en la tecnologia se han podido desarrollar nuevas vacunas como
las de ADN contra la TBb. Estds han mostrado ser muy prometedoras por sus
caracteristicas deseables como que no interfiere en las pruebas de ID e IFN-y, ser
protectivas durante los desafios con M. bovis y M. tuberculosis y dar una respuesta de
memoria. Es importante puntualizar que estas vacunas estdn en etapa experimental (9, 71,

72).
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Existen diferentes tipos de vacunas de ADN; estas van ha depender del tipo de
proteina micobacterial que expresen; pueden ser de MPB70, MPDS83, Hsp65, Hsp70 y Apa
9, 72).

La vacunacion en ganado con este tipo de vacunas ha mostrado resultados muy
variados, pero a la vez muy prometedores. La vacuna con MPBS83, provoca una fuerte
respuesta celular y humoral, la primera caracterizada por células T CD4 y alta produccion
de IFN-y, la segunda caracterizada por IgG1, ademds se ha comprobado que reduce el

numero de lesiones durante los desafios con M. bovis (9).

Cuando las vacunas de ADN se usan solas han mostrado resultados decepcionantes,
sin embargo al combinarla con ESAT-6 hay una estimulacion de células T CDS, que
inducen proteccion y disminucion de lesiones en desafios con M. bovis, en contraste de

aquellos animales que solo son vacunados con ADN sin adyuvantes (72, 73).

Los adyuvantes maximizan la efectividad de este tipo de vacunas, en el caso de los
bovinos pueden ser el ESAT-6, CpG oligodeoxynucleotides y la misma BCG al revacunar;
los mejores resultados se dan cuando se vacuna primero con ADN y se revacuna con BCG,
mostrando una reduccién en los pardmetros patoldgicos y microbioldgicos aun mejor que la

BCG sola (62).
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3. HIPOTESIS

La vacunacion empleando CFPE de M. bovis o la vacuna recombinante de M. vaccae
evocan una inmunidad protectora alta y sostenida en becerras que se vacunan a edad
temprana, bajo condiciones naturales de desafio a cepas de campo durante su etapa
productiva; con la ventaja de no interferir con la prueba de tuberculina. No obstante, es
posible que existan diferencias en el grado de proteccion entre ambas vacunas, lo que podra
determinarse empleando pruebas que evaliuen la respuesta celular y humoral de manera

periddica.

23



4. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el grado de proteccion ofrecido por el CFPE de M. bovis y el de una vacuna

recombinante de M. vaccae contra la tuberculosis bovina en becerras vacunadas a edad

temprana bajo condiciones de campo en un hato con elevada prevalencia de la enfermedad.
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. OBJETIVOS PARTICULARES

. Inmunizar y comparar la respuesta inmune de bovinos inoculados con CFPE, con
aquellos inoculados con M. vaccae recombinante en un hato con prevalencia alta de

tuberculosis.

. Evaluar la cinética de produccion de IFN-y en células estimuladas in vitro, en

respuesta al PPD bovino, PPD aviar, ESAT-6 y control.

. Determinar si las vacunas interfieren en la prueba de ID de la tuberculina dentro del

primer afio de haber sido aplicada.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion de CFPE de M. bovis ANS para emplear como vacuna

Para la obtencion del CFPE se empleo la cepa M. bovis ANS, la cual fue cultivada
en medio liquido sintético de Dorser-Henley a 37° C durante 6 semanas, al termino los
cultivos se filtraron obteniendo el medio liquido libre de bacterias. Las proteinas presentes
en los filtrados se precipitaron con sulfato de amonio ((NH4),SO4) a una saturacion final del
80%, con agitacion constante a 4° C por 24 horas, el precipitado resultante se centrifugo a
15 000 x g por 1 hora, posteriormente se resuspendio en solucion amortiguadora de fosfatos
(PBS) pH 7.4 y se dializo exhaustivamente contra H,O y PBS. El material asi obtenido se
denomindé como extracto proteinico de filtrado de cultivo (CFPE), la concentracion de

proteina del CFPE se determind por el método de Bradford (74).

6.2 Obtencion de M. vaccae recombinante para emplear como vacuna

La cepa Stanford de M. vaccae, se cultivo a 30° C en medio de Middlebrook 7H9
(Difco). Las bacterias se cosecharon en la fase exponencial del crecimiento y se prepararon
células competentes para ser transformadas con el plasmido pCAP 3 que contiene el gen
que codifica para la proteina pstS-1 (Rv0934) de M. tuberculosis cuya expresion esta
dirigida por el promotor de choque térmico HSP60 de M. tuberculosis. Las colonias
recombinantes se crecieron en 7H9 — higromicina. Posteriormente, las bacterias se
cosecharon a mitad de la fase exponencial de crecimiento y se ajusto a la concentracion de
10* UFC/1.5 ml requerida para la vacunacion de acuerdo al protocolo y se guardaron a
—70° C en solucion salina fisiologica hasta su uso. Estas actividades fueron realizadas por
el equipo de la Dra. Clara Espitia Pinzon, del Instituto de Investigaciones Biomédicas
UNAM. La parte correspondiente en este trabajo de tesis fue el probar en campo la

proteccion de dicha vacuna.
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6.3 Animales de estudio

Se consideraron 30 becerras de la raza Holstein, entre 10-45 dias de edad,
provenientes de la cuenca lechera de Tizayuca Hidalgo pertenecientes a un hato con
prevalencia del 34% de tuberculosis y con un historial de dos afios atras de reactividad a la
prueba de ID, estas becerras fueron parte de un grupo de 385 becerras vacunadas con

diferentes inmunogenos.

6.4 Disefio experimental

Los animales fueron evaluados inicialmente para determinar su estado inmune a la
enfermedad mediante las pruebas de IFN-y y ELISA comparativa. Todos los animales
incluidos en este estudio fueron negativos a las pruebas antes mencionadas y provenian de
madres negativas a la prueba de ID doble comparativa. Los animales se dividieron en tres
grupos de diez animales cada uno, los cuales se mantuvieron estabulados. El grupo 1 se
vacuno6 con 300 mg/ml del CFPE de M. bovis, inoculado subcutaneamente en la tabla del
cuello. El grupo 2 fue inoculado con 10* UFC en 1.5 ml de la vacuna recombinante de M.
vaccae via subcutanea y el grupo 3 permanecié como grupo control, inoculando PBS como
placebo. Todos los animales fueron evaluados periodicamente a los 15, 30, 60, 90, 120, 150
y 180 dias posteriores a la vacunacion con la prueba de IFN-y y ELISA; 10 meses después
de la vacunacién se realizé la prueba de ID simple, dos meses después la prueba de ID

doble comparativa.

6.5 Esquema de vacunacion.

Grupo No. de Inmundgeno Dosis Via de inmunizacion
animales
por grupo
1 10 CFPE 300 mg subcutanea
2 10 M. vaccae 1x10*UFC subcutanea
3 10 PBS 1 ml subcutanea
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6.6 Prueba de IFN-y

De cada animal se obtuvo una muestra de 10 ml de sangre con heparina para su
evaluacion a los diferentes tiempos. La sangre completa se distribuy6 en placas de cultivo
de 24 pozos en condiciones de esterilidad a razon de 1.5 ml de sangre por pozo
estimulados con 100 ul de PPD bovino; 100 pl de PPD aviar (ambos PPD a 0.3 mg/ml)
ESAT-6 1 ul/ 1 ml y un pozo sin estimular como control; las placas se incubarén durante
24 horas en estufa de CO; al 5% a 37° C. Al termino de la incubacidn se obtuvo el plasma
de los diferentes cultivos en los cuales se evalud la proteccion de IFN-y inducido por el

estimulo antigénico.

El ensayo se realizé de acuerdo a las especificaciones del fabricante', brevemente
100 pl de cada uno de los plasmas colectados diluidos 2:1, se adicionaron por duplicado a
los pozos respectivos de las placas de microtitulacion sensibilizadas con el primer
anticuerpo monoclonal especifico para el IFN-y bovino; después de una incubacioén de una
hora y un lavado exhaustivo, se adicion6 100 pl del segundo anticuerpo monoclonal
conjugado con peroxidasa, incubandose nuevamente por una hora, posteriormente las
placas se lavaron para eliminar el conjugado no ligado y finalmente se adiciond el sustrato
enzimatico (H,0,) y el cromdgeno tetrametilbencidina (TMB), incubandose por 30 minutos
antes de detener la reaccion. Las placas se leyeron en un lector de ELISA marca BIO- RAD

Benchmark Plus empleando un filtro de 450 nm.

6.7 Prueba de ELISA

Se sensibilizaron placas® de 96 pozos con 5 pg/ml de CFPE de M. bovis y M. avium
respectivamente diluido en buffer de carbonato—bicarbonato 0.1 M adicionando 100 ul de
esta solucion por pozo; se incubaron toda la noche en estufa de CO, al 5% a 37° C. Se
decanto el contenido pasadas las 24 horas y se realizaron 5 lavados con PBS/Tween

adicionando 100 ul por pozo. Se colocaron 100 pl por pozo de solucion bloqueadora (PBS—

! Bovine y Interferén Test Kit
% Nunc — Immuno Plate MaxiSorp
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Tween—leche descremada al 3%), se incubaron por una hora y al término se afiadieron 100
ul de cada suero problema diluido 1:50 en solucion bloqueadora a cada pozo por duplicado,
asi como un suero control positivo y un suero control negativo, incubando una hora a 37°
C; posteriormente se decantd el contenido y se realizaron 5 lavados. Se agrego6 a cada pozo
100 pl de proteina G conjugada con peroxidasa® diluida 1:5000 en solucion bloqueadora y
se incub6 por una hora a 37° C. Se decant6 el contenido y se lavo nuevamente; se anadio
a cada pozo 100ul de solucion de revelado y se incubd a temperatura ambiente por 30
minutos, enseguida se par6 la reaccion mediante la adicion de 50 pl de solucion de paro y

se leyo en un lector de ELISA a 492 nm (75).

6.8 Prueba de ID

La prueba de ID simple se realizd inoculando 0.1 ml de PPD bovino
intradérmicamente en el pliegue anocaudal de la cola, después de 72 hrs. se realizo la
lectura y se siguieron los criterios antes mencionados para evaluar los resultados de la
prueba; 2 meses después se realizo la prueba de ID doble comparativa; primero se midio el
grosor de la piel de la tabla del cuello con un vernier, y se aplico 0.1 ml de PPD bovino en
el tercio medio de la tabla del cuello, luego a 12 cm de la inoculacion del PPD bovino se
midio el grosor de la piel y se aplico 0.1 ml de PPD aviar, en ambos casos la zona se limpio
y se afeitd previamente a la inoculacion. La lectura se realizd a las 72 horas midiendo el
grosor de la piel. Para la interpretacion de resultados se siguieron los criterios antes

mencionados para este tipo de prueba (15).

6.9 Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico considerando cuatro variables: 1) Prevalencia de TB,
2) Tratamientos, 3) Niveles de anticuerpos y 4) Niveles de IFN-y; mediante una T —
Student independiente con el programa Sigma Plot (Jandel Scientific version 1.02) para
determinar si hay una diferencia significativa entre los 3 grupos. P<0.05 hay significancia,

con un indice de confiabilidad del 95%.

3 Protein G, recombinant — peroxidase Labeled, SIGMA, No. Lot. 98H9230
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7. RESULTADOS

Las becerras que se incluyeron en este estudio fueron evaluadas por IFN-y (inmunidad
celular) y por ELISA (inmunidad humoral), previo a la vacunacion (dia cero), siendo todas
negativas a ambas pruebas. Los tres grupos fueron monitoreados peridodicamente después
de la vacunaciéon a los 15, 30, 60, 90, 120, 150 y 180 dias. Ademas a los 10 meses
posvacunacion se les realizo la prueba de ID simple y a los 12 meses la prueba de ID doble
comparativa con la finalidad de valorar la inmunidad celular, definir el estado inmune de

los animales y determinar si la vacuna induce la hipersensibilidad retarda.

7.1 Resultados de IFN-y

Se evalu6 la inmunidad celular in vitro determinando la produccion de IFN-y de las
becerras usando como antigenos PPD bovino, PPD aviar, ESAT-6 y un control sin

estimular.

En la grafica 1 (pag. 31), se muestran los resultados de produccion de IFN-y de
plasma obtenido de sangre estimulada con PPD bovino durante el monitoreo de los grupos.
Al inicio del experimento los tres grupos tuvieron valores bajos de IFN-y; después de la
vacunacion, el grupo vacunado con CFPE alcanz6 un nivel de produccion significativo
1.3231 + 0.0629 densidades opticas (D.O) (P>0.05), no manteniéndose en los dos
siguientes muestreos, e incrementandose a los 90 dias alcanzando un nivel de produccion
0.9234 + 0.5012 D.O (P>0.05), disminuyendo a los 120 dias, pero volvié a incrementarse
gradualmente y significativamente a los 150 y 180 dias, siendo su valor mas alto registrado
en el periodo de evaluacion 1.400 + 0.2864 D.O (P>0.05). Dentro del grupo de M. vaccae,
se registrd un aumento significativo en la produccion de IFN-y a los 90 dias a 0.4349 +
0.2631 D.O (P>0.05), manteniendo la produccion de la citocina sin variacion al final del
periodo evaluado. En el caso del grupo control se observé un aumento significativo en la
produccion de IFN-y a los 60 y 90 dias de muestreo, exponiendo su valor mas alto de
1.3168 + 0.6773 D.O (P>0.05), tomando valores bajos para el final del monitoreo. El valor
promedio de produccion de IFN-y obtenido para el grupo vacunado con CFPE en presencia
de PPD bovino, durante el monitorio fue de 0.7447 + 0.3257 D.O; para el grupo vacunado
con M. vaccae fue de 0.3055 + 0.1487 D.O y para el grupo control fue de 0.4575 + 0.2498
D.O.
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Gréfica 1. Promedios del nivel de produccion de IFN-y en plasma obtenido de sangre estimulada con PPD bovino a
450 nm, en los tres diferentes grupos. * Diferencias significativas entre la media del grupo no vacunado con respecto al

grupo vacunado.

En la gréafica 2 (pag. 32), se observa la produccion de IFN-y en plasma de sangre
estimulada con PPD aviar; donde se muestra que hay diferencia en los niveles de
produccion de IFN-y entre los grupos vacunados y el grupo control al inici6 de la
evaluacion, ya que el grupo control alcanzo6 un nivel de produccion 1.0415 + 0.5379 D.O
(P<0.05 CFPE, P>0.05 M. vaccae recombinante) en contraste a los grupos vacunados. El
nivel de IFN-y en el grupo control se mantuvo alto hasta los 60 dias, no obstante para los 90
dias su producciéon decliné gradualmente y significativamente hasta el final del periodo
evaluado. Para el grupo vacunado con CFPE se registr6 un aumento significativo en la
produccion de IFN-y a los 60 dias 1.1074 + 0.5165 D.O (P>0.05), manteniéndose para el
siguiente muestreo, teniendo valores bajos al final del periodo evaluado. En el caso del
grupo vacunado con M. vaccae se registrd un aumento en la produccion del IFN-y a los 90
dias, teniendo valores bajos para el final del monitorio. El valor promedio de produccion
de IFN-y obtenido del grupo vacunado con CFPE en presencia de M. avium durante el
periodo evaluado fue de 0.5132 + 0.2740 D.O, para el grupo vacunado con M. vaccae fue
de 0.27 + 0.1671 D.O y para el grupo control fue de 0.5381 + 0.2377 D.O.
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Grafica 2. Promedios del nivel de produccion de IFN-y de plasma obtenido de sangre estimulada con PPD aviar a una

DO 450 nm. * Diferencias significativas entre la media del grupo no vacunado con respecto al grupo vacunado.

En la grafica 3 (pag. 33), se muestra el nivel de produccién de IFN-y en plasma de
sangre estimulada con ESAT-6 durante el monitoreo de los tres diferentes grupos. Al inicio
de la evaluacion los tres grupos presentan valores bajos de produccion de la citocina, no
obstante para los 15 dias unicamente el grupo control alcanz6 niveles significativos de
produccion 0.7134 + 0.1602 D.O (P>0.05), no manteniéndose los muestreos siguientes,
viendo valores de produccion bajos hasta el fin de la evaluacion. El grupo vacunado con
CFPE a los 90 dias alcanza el valor de produccién de IFN-y de 0.4610 + 0.1627 D.O
(P>0.05) disminuyendo gradualmente a partir de los 120 dias hasta el final de la evaluacion.
En el caso del grupo vacunado con M. vaccae siempre mantuvo nivel bajos de produccion
de la citocina, mostrando unicamente un incremento significativo a los 90 dias. El valor
promedio de produccion de IFN-y obtenido para el grupo vacunado con CFPE en presencia
del ESAT-6 durante todo el periodo de evaluacion fue de 0.2071 + 0.1153 D.O, para el
grupo vacunado con M vaccae fue de 0.1929 + 0.1309 D.O y en el caso del grupo control
fue de 0.2415 + 0.1004 D.O.
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Grafica 3. Promedios del nivel de produccion de IFN-y en plasma obtenido de sangre estimulada con ESAT-6 a una DO

450 nm. * Diferencias significativas entre la media del grupo no vacunado con respecto al grupo vacunado.

En la grafica 4 (pag. 33), se muestran los niveles de produccién del IFN-y en
cultivos de células sin estimular durante la evaluacion. Se observa que en los tres grupos
desde el inicio hasta el periodo final mantuvieron niveles de produccion de IFN-y bajos y

fueron muy similares entre los grupos.
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Grafica 4. Promedios de produccion de IFN-y en plasma obtenido de sangre sin estimular a una DO 450 nm.

*Diferencias significativas entre la media del grupo no vacunado con respecto al grupo vacunado.
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7.2 Resultados de ELISA

Se evalu6 la inmunidad humoral de las becerras inmunizadas con las diferentes
vacunas y el grupo control respectivamente a, partir de la prueba de ELISA doble

comparativa, con placas sensibilizadas con CFPE’s de M. bovis y M. avium.

En la grafica 5 (pag. 35), se muestra el nivel de produccion de anticuerpos en suero,
empleando placas sensibilizadas con CFPE de M. bovis a lo largo de la evaluacién. Se
observé que al inicio del experimento los tres grupos presentaron valores similares en los
niveles de anticuerpos. Después de la vacunacion en los primeros 60 dias no se aprecio un
incremento significativo en la produccion de anticuerpos en el grupo vacunado con CFPE,
sin embargo para los 90 dias su produccion alcanzo un nivel significativo 0.4238 +
0.1941D.0 (P>0.05), que se mantuvo en valores similares hasta el final de la evaluacion; de
igual forma M. vaccae alcanzo6 niveles significativos de produccion de anticuerpos a los 90
dias con valores 0.3425 + 0.1549 D.O (P>0.05), no manteniéndose al siguiente muestreo y
fue disminuyendo gradualmente para el final del monitoreo. El grupo control alcanzé su
nivel mas alto de produccion de anticuerpos a los 90 dias 0.3275 + 0.2110 D.O (P>0.05),
manteniéndose a lo largo de la evaluacion. El valor promedio de produccion de anticuerpos
obtenido para el grupo vacunado con CFPE en placas sensibilizadas con CFPE de M. bovis
fue de 0.2238 + 0.0939 D.O, para el grupo vacunado con M. vaccae fue de 0.1673 +
0.1001 D.O y para el grupo control fue de 0.2024 + 0.1343 D.O.
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Grafica 5. Promedios de lo de los niveles de produccion de anticuerpos en placas sensibilizadas con CFPE de M. bovis a

una DO 492 nm. *Diferencias significativas entre la media del grupo no vacunado con respecto al grupo vacunado.

En la grafica 6 (pag. 35), se muestra el monitoreo en cuando a la produccion de
anticuerpos evaluado en suero con placas sensibilizadas con CFPE de M. avium. Al inicio
del monitoreo los tres grupos mostraron niveles bajos de anticuerpos manteniéndose
durante el final de la evaluacion. Sin embargo al tiempo cero el grupo de M. vaccae

mostrd tener mayor nivel de anticuerpos contra M. avium.
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GRAFICA 6. Promedios de los niveles de anticuerpos con placas sensibilizadas con CFPE de M. avium a una DO 492

nm. . *Diferencias significativas entre la media del grupo no vacunado con respecto al grupo vacunado.
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7.3 Resultados de ID

En la tabla 1 (pag. 37) se muestran los resultados de la prueba de ID simple que se
realizd6 10 meses después de la vacunacion y los resultados de la prueba de ID doble
comparativa que se realizd a 12 meses después de la vacunacion. Las pruebas de ID se
realizaron con el objetivo de observar si la vacuna de CFPE y la vacuna recombinante de

M. vaccae interfieren en estas.

En la prueba de ID simple todos los animales salieron negativos. En la prueba de ID

doble comparativa solo hubo 3 sospechosos, un animal por cada grupo.
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TABLA 1. Resultados de la prueba de ID simple y doble comparativa de los tres diferentes grupos, ademas se anexa la diferencia de la

D.O entre M. bovis 'y M. avium de la prueba de IFN-y de la misma fecha que las pruebas de ID.

o) = [_PBA. ID SIMPLE PBA. DE ID DOBLE COMPARATIVA
g 2’ E Lectura | Lectura
[~ S | Lectura inicial final
O < final Resultado (mm) (mm) Diferencial | Resultado
644 | s/C* | Negativo® 13/9 S/C - Negativo
645 S/C Negativo 9/7 S/C - Negativo
646 S/C Negativo 9/6 10/10 3 Sospechoso
592 S/C Negativo 7/5 S/C - Negativo
E 593 S/C Negativo 9/7 S/C - Negativo
Ol 591 S/C Negativo 9/5 S/C - Negativo
648 S/C Negativo 5/5 S/C - Negativo
649 S/C Negativo 6/5 S/C - Negativo
650 S/C Negativo 9/6 S/C - Negativo
598 S/C Negativo 9/8 S/C - Negativo
572 S/C Negativo 6/5 S/C - Negativo
580 S/C Negativo 8/7 S/C - Negativo
641 S/C Negativo 6/5 S/C - Negativo
8| 581 S/C Negativo 10/7 11/10 2 Sospechoso
§ 582 S/C Negativo 9/7 S/C - Negativo
é 586 S/C Negativo 8/7 S/C - Negativo
587 S/C Negativo 6/5 S/C - Negativo
643 S/C Negativo 7/6 S/C - Negativo
583 S/C Negativo 8/7 S/C - Negativo
585 S/C Negativo 11/7 S/C - Negativo
573 S/C Negativo 8/5 S/C - Negativo
584 S/C Negativo 6/5 S/C - Negativo
- 611 S/C Negativo 13/11 S/C - Negativo
E 612 S/C Negativo 7/5 S/C - Negativo
2 613 S/C Negativo 5/5 S/C - Negativo
E 614 S/C Negativo 9/5 S/C - Negativo
S| 618 | SIC | Negativo 9/6 S/C ; Negativo
660 S/C Negativo 7/5 10/10 2 Sospechoso
620 S/C Negativo 10/6 S/C - Negativo
622 S/C Negativo 10/7 S/C - Negativo

*S/C. sin cambios aparentes

> Negativo. No hubo induracion
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8. DISCUSION

En este trabajo se consider6 el empleo de CFPE de M. bovis como una vacuna, ya que
se ha puesto de manifiesto, la importancia de las proteinas de secrecion de M. bovis y M.
tuberculosis en el desarrollo de una inmunidad protectiva, siendo esta fundamentalmente
dirigida por los linfocitos T CD4, productores de IFN-y, IL-2, e IL-12, que actiian sobre los
macrofagos para mejorar su capacidad fagocitica y bactericida, a su vez también el CFPE
es altamente reconocido por los linfocitos T de memoria (58), no interfiere en la prueba de
ID y no se ve afectada su eficacia por una previa sensibilizacion a micobacterias
ambientales (76). Por otro lado se considerd el empleo de M. vaccae recombinante
(38kDa) como vacuna, primordialmente por ser una micobacteria apatdgena, de rapido
crecimiento y que no induce reactividad a la prueba de ID (61). El empleo de bajas dosis
(10* UFC) se selecciond porque se ha observado que dosis bajas inducen preferentemente la
respuesta inmune protectiva contra M. bovis (77). El antigeno 38 kDa, se eligio por ser una
proteina de secrecion que se encuentra en concentraciones significativas en el CFPE de M.
bovis, el cual es un fuerte inductor de la proliferacion de linfocitos Thl especificos, ademas

de que el antigeno 38 kDa es una molécula blanco para los linfocitos T CD8 (66, 67).

Aunque en estudios anteriores se ha observado que la vacuna de CFPE de M. bovis,
tiende a inducir una respuesta de tipo humoral y en menor grado una respuesta de tipo
celular en bovinos (58). En nuestro estudio se observo primordialmente una respuesta de
tipo celular a los 15 dias postvacunacion al incrementarse considerablemente el IFN-y al
PPD bovino a diferencia del grupo control permitiéndonos suponer la existencia de la
inmunidad protectora; el grupo de CFPE no mostr6 al inicio ninguna sensibilizacion con M.
bovis, M. avium, ESAT-6 y sus niveles de anticuerpos hacia CFPE de M. bovis y M. avium
eran nulos, por lo que se considerd que esta respuesta se debid a la vacunacion. Se observd
que este grupo nuevamente respondié a los 90 dias, explicando que esta respuesta muy
probablemente se encontrd influenciada por una exposicion natural a M. bovis cepa de
campo, ya que el grupo control al mismo tiempo manifesté una muy fuerte respuesta al
PPD bovino al inducir una importante produccion de IFN-y; con respecto al grupo

vacunado con M. vaccae recombinante, no indujo una eficiente respuesta de tipo celular
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como se esperaba, fue de igual forma hasta los 90 dias que se vio un ligero aumento en la
produccion de IFN-y al PPD bovino manteniéndose hasta los 180 dias; probablemente por
un desafio a M. bovis de campo (78). También se observan variaciones en la produccion de
la citocina al PPD aviar en los tres grupos poniéndonos de manifiesto la exposicion
continua a micobacterias atipicas. Es importante mencionar que los animales vacunados
con M. vaccae recombinante, después de dos afios se evaluaron ante el antigeno de 38 kDa
y no fueron capaces de producir IFN-y, indicindonos posiblemente la pérdida de la

capacidad de secrecion de este antigeno por M. vaccae.

En el presente trabajo no hubo un desafié experimental de los animales, la intencion es
que hubiera una infeccidon natural a partir de cepas de campo de M. bovis sin embargo esto
ultimo no es posible asegurarlo dado que la prueba de ID comparativa resulté negativa en
nueve de diez animales del grupo control y la produccion de IFN-y a partir del antigeno
ESAT-6 solo aparece positivo en uno de ocho muestreos, pero por otro lado el hato tiene
una alta prevalecia de TBb aunado a esto los tres grupos mostraron niveles muy
significativos de anticuerpos, es decir 0.424+0.194 D.O (p>0.05), 0.342+0.154 D.O
(p>0.05) y de 0.3274+0.211 D.O (p>0.05) respectivamente a los grupos de CFPE, M.
vaccae recombinante y el grupo control, considerando que el uso de dosis bajas vactnales
muestran menor cantidad de anticuerpos (77, 79), por lo tanto se considera que los
resultados obtenidos hasta este momento no revelan diferencias claras en los pardmetros
considerados para la evaluacion de las vacunas; por lo que se propone dar seguimiento a los
animales hasta su etapa productiva donde se espera que pueda haber una mejor

interpretacion de los parametros para la evaluacion de las vacunas.

La prueba de ID se realiz6 en 2 ocasiones, a los 10 y 12 meses después de la
vacunacion. En la prueba de ID simple los tres diferentes grupos salieron negativos, y en la
prueba doble comparativa sali6 un animal positivo por grupo, mostrando con esto que los
grupos vacunados con CFPE y con M. vaccae recombinante no comprometen dicha prueba.
Otro dato importante es que los resultados globales obtenidos de la prueba de ID doble
comparativa muestran una reduccion en la prevalencia de la enfermedad del 34% al 11%,

por lo que se presume puede haber un beneficio al emplear estas vacunas en la resistencia

39



contra la enfermedad. Es importante aclarar que la prueba de ID es mediada por
quimiocinas, mientras que la inmunidad mediada por células (resistencia a la enfermedad)

es mediada por citocinas (80).

Es trascendente el poder diferenciar animales vacunados de infectados, por el hecho de
que nos permitiria reducir el riesgo de que aquellos animales infectados sean identificados
y segregados de la explotacion con el fin de reducir la incidencia de la enfermedad. Por lo
tanto, se considerd el empleo del antigeno de secrecion temprana de M. bovis (ESAT-6) el
cual ya se mencion6 es capaz de diferenciar animales vacunados de infectados ya que solo
se encuentra en las cepas de M. bovis patdogenas (10). También se ha reportado que el
empleo de los antigenos ESAT-6 y CFP-10, no siempre presentan reactividad en los
animales infectadés y que ademds se ve afectada su produccidon por una previa
sensibilizaciéon del ganado a micobacterias ambientales (81). Con respecto a nuestros
resultados unicamente el grupo control presentd niveles de produccion de IFN-y a ESAT-6
a los 15 dias postvacunacion, debido posiblemente a la presencia de micobacterias atipicas,

ya que al dia cero, se observo un nivel alto de IFN-y a PPD aviar.
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9. CONCLUSIONES

La vacuna de M. vaccae recombinante y de CFPE no interfieren en las pruebas
de ID simple y doble comparativa.

La vacuna de CFPE puede inducir una respuesta de tipo celular cuando se
administra a una edad temprana sin necesidad de coadyuvantes, sin dejar de
inducir una respuesta inmune de tipo humoral.

Es importante considerar dar seguimiento a los animales ya que los resultados
obtenidos hasta el momento no muestran diferencias claras en los parametros

para evaluar las vacunas.
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10. ANEXO 1 reactivos

e SOLUCION DE PEGADO. Buffer de Carbonatos 0-06 M pH 9.6
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 3.8gt/1
Carbonato de sodio (Na2CO3) 1.93gr/1
Agua destilada 11
e SOLUCION DE LAVADO. Buffer Fosfatos (PBS) 0.01 M pH 7.4 con Nacl y 0.1
% de Tween 20
Fosfato disodico hidrogenado (Na2HPO4) 1.1gr/l
Fosfato sddico dihidrogenado (NaH2PO4) 0.32gr/1
Cloruro de sodio (NaCl) 8.5gr/1
Tween 20 0.5ml/1
Agua destilada 11
e SOLUCION BLOQUEADORA. 1.5% de leche descremada en PBS y 0.1% de
Tween 20
Fosfato disodico hidrogenado (Na2HPO4) 1.1gr/1
Fosfato sédico dihidrogenado (NaH2PO4) 0.32gr/1
Cloruro de sodio (NaCl) 8.5gr/1
Tween 20 0.5ml/1
Leche descremada en polvo 1.5 gr/100ml
Agua destilada 11
e SOLUCION DE REVELADO. Buffer citratos pH 4.5
Acido citrico (C6H807) 4.6 gr/l
Citrato trisédico (Na3C6H507) 7.4 gr/l
Agua destilada 11
Agregar al momento de su empleo:
Ortofenildiamina 4pg/10ml
Agua Oxigenada (H202) 4ug/10 ml
e CONTROL POSITIVO BOVINO DEL IFN-y
0.01 % p/v thimerosal
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CONTROL NEGATIVO BOVINO DEL IFN-y
0.01 % p/v thimerosal

DILUYENTE VERDE. Diluyente para plasma
0.01 % p/v thimerosal

BUFFER DE LAVADO. Concentracién 20 X
0.01 % p/v thimerosal

CONJUGADO. Concentracion 100 X
Horseradish peroxidase labeled antibovine IFN-y
0.01 % p/v thimerosal

DILUYENTE AZUL. Diluyente para el conjugado
Concentracion 5 X

0.05 % p/v thimerosal

BUFFER ENZIMA-SUSTRATO

H,0,

CROMOGENQO. Concentracion 100 X

TMB en DMSO

SOLUCION DE PARO.

0.5 M H,SOq4
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11. ABREVIATURAS

BAAR
BCG
CD
CFP
CFPE
DO
ELISA
ESAT-6
ID

IFN
IgA
IgG
IgM

IL
LAM
NK
OMS
PCR
PPD
SAGARPA

SpA
TBb
Thl

THF
UFC
VIH

Bacilos acido alcohol resistentes
Bacilo Calmett Guerin

grupo de diferenciacion

Filtrado proteico de cultivo
Extracto proteinico de filtrado de cultivo
Densidades oOpticas

Inmuno ensayo ligado a enzimas
Antigeno de secrecion temprana
Intradermoreaccion

Interferén gamma

Inmunoglobulina A
Inmunoglobulina G
Inmunoglobulina M

Interleucina

Lipoarabinomananos

Células asesinas naturales
Organizaciéon Mundial de la Salud
Reaccion en cadena de la polimerasa
Derivado proteico purificado
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y
Alimentacion

Factor surfactante

Tuberculosis bovina

Linfocito cooperador 1

Factor de necrosis tumoral
Unidades formadoras de colonias

Virus de inmunodeficiencia humana
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