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Resumen

La fasciolosis y la tuberculosis son enfermedades econdmicamente
importantes que causan grandes pérdidas, ademas de ser zoonoéticas. En ambas
infecciones se presenta al inicio una respuesta de tipo celular y en estados
avanzados de tipo humoral. El objetivo del presente trabajo fue determinar el
efecto de la presencia de F. hepatica y su relacion en las pruebas diagndsticas de
la tuberculosis bovina. Se emplearon 124 animales, la prueba inicial fue la
intradérmica caudal (IDC), de los cuales 34 (27.4%) fueron reactores, a éstos se
les realizo la prueba cervical comparativa (IDCC), el resultado fue 19/34 (55.88%)
positivos (P), 12/34 (35.29%) sospechosos (S) y 3/34 (8.82%) negativos (N),
ademas, los 34 reactores a la prueba IDC se evaluaron con la prueba de IFN-y
para deteccion de tuberculosis, cuyos resultados fueron 26 animales positivos a
IFN-y; para la evaluacién de la respuesta inmune humoral contra M. bovis se
utilizé la prueba de ELISA indirecta, con ella y con los resultados de la prueba
IDCC por grupo se encontré que 31 fueron positivos a ambas pruebas. Para el
diagnéstico de F. hepatica se obtuvo que de 34 reactores a TB, 20 fueron
positivos a sedimentacion, a la prueba de IFN-y para F. hepatica hubo 10
positivos, en la prueba de ELISA 33 positivos presentaron anticuerpos a F.
hepatica. En el analisis de Western blot para F. hepatica, las proteinas con mayor
frecuencia fueron 6, 10, 19, 22, 23, 26, 50, 55, 60, 65, 70, 72, 75, 78, 80, 200 y
216; para M. bovis 6, 10, 19, 22, 23, 26, 32, 35, 38, 45, 47, 50, 72, 78, 80, 85, 110,
132, 200 y 216 kDa. La presencia de F. hepatica no aumenta los reactores a la
prueba IDC.

Palabra claves: F. hepatica, M. bovis, pruebas diagnosticas.



Abstract

Fasciolosis and tuberculosis are economically important diseases, causing
great losses to cattle industry. A cellular immune response is present in both
infections at inicial stages and a humoral response is observed as the disease
progresses. The objective of the present work was to determine the effect of the
presence of F. hepatica infections on the diagnostic tests for bovine tuberculosis.
The intredermal test (tuberculin test) was applied to 124 bovine located in Acatlan,
Hidalgo, and 34 animals (27.4%) were reactors; these animals were tested using
the comparative cervical intradermal test and 19/34 (55.88%) were positive, 12/34
(35.29%) dubious, and 3/34 (8.82%) were negative. The 34 reactors were also
evaluated using the IFN-y test and 26 were positive. Humoral immune response
was evaluated by indirect ELISA, using M. bovis culture filtrate protein extract
(CFPE) and 31 animals were positive. The 34 reactors were tested also for F.
hepatica infection and 20 were found positive by sedimentation, 10 were positive
to IFN-y and 33 were positive in ELISA using the secretion-excretion F. hepatica
antigen (SEFh). Western blot analysis showed mainly recognition of proteins of the
CFPE of 78, 132 and 216 kDa by serum samples of infected bovines with a
frequency of 60, 40 and 33% while the most frequently recognized components of
the SEFh were a protein of 216 kDa by 78% of serum samples and proteins of 19
and 200 kDa by 70% serum samples. Statistical analysis did not show significant
increase in number of reactors in the tuberculin test due to F. hepatica

simultaneous infection.



EFECTO DE Fasciola hepatica EN LA RESPUESTA A LAS
PRUEBAS DE DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

BAJO CONDICIONES DE CAMPO.

1. Introduccioén.

La fasciolosis es una enfermedad estimada en 3 billones de ddlares
anuales y se calcula que 2-4 millones de gente padecen esta parasitosis
(Espino, 2007), puede disminuir del 20% al 80% la produccion de leche y del
8% a un 50% la produccion de carne, segun la gravedad del cuadro clinico
(Gonzélez, 2007); ademas predispone a la presencia de otras enfermedades
como la tuberculosis bovina, ocasionada por M. bovis, la cual causa
importantes pérdidas al disminuir la produccién lactea hasta en un 17%,
ademas representa una barrera no arancelaria para la comercializacion de
bovinos para engorda (Milian., et al., 2001). Ambas infecciones son zoonoticas.

Los dos agentes infecciosos presentan primordialmente una respuesta
inmune de tipo celular al inicio de su establecimiento, y posteriormente cambian
a una respuesta inmune de tipo humoral (Flynn., et al., 2007).

Para ambas enfermedades existen las pruebas diagnosticas basadas en
la respuesta de tipo celular, humoral y observacion del agente etioldgico. Para
el diagnéstico de F. hepatica la prueba méas usual es el examen
coproparasitoscopico, es decir la observacion del huevo del parasito. En los
altimos afnos la prueba de ELISA ha sido utilizada principalmente en medicina

humana y en trabajos de investigacion en medicina veterinaria (Espino., et al.



1993). En condiciones experimentales la prueba de ELISA para F. hepatica,
representa un diagndstico mas temprano con respecto a la prueba
coproparasitoscopica por la técnica de sedimentaciéon, es decir se pueden
detectar anticuerpos desde la 22 semana postinfeccion (Cruz., et al., 1999) o
animales positivos con 4 semanas de adelanto con respecto a la
sedimentacion, en la cual se observa el huevo hasta la 10® semana
postinfeccion (Mezo., et al., 1997). Sin embargo en condiciones naturales es
impreciso el diagnéstico, ya que la prueba de ELISA nos da una referencia de
la exposicién al agente etiolégico, pero no indica que se encuentre el parasito
en el huésped.

Por su parte el IFN-y es una prueba realizada principalmente en trabajos
de investigacion de F. hepatica (Hoyle., et al., 2003).

Las pruebas diagnésticas para la tuberculosis bovina en México se
mencionan en la Norma Oficial Mexicana (NOM-031-Z00 1995) Camparfa
Nacional contra la Tuberculosis Bovina (M. bovis), las pruebas oficiales son:
prueba intradérmica caudal, prueba cervical comparativa, prueba cervical
simple, histopatologia y aislamiento bacteriolégico. Sin embargo, otra prueba
gue puede ser empleada es el IFN-y el cual se basa principalmente en la
respuesta inmune celular (Wood., et al., 2001), el IFN-y es producido por las
células CD4+, CD8+ y por las células asesinas naturales (NK). La evaluacion
de la respuesta de tipo humoral es mediante la prueba de ELISA indirecto para
la deteccion de anticuerpos, principalmente isotipo 1gG; (Bossaert, et al., 2000;
Diaz., et al., 2003; Jiménez., et al., 2009). Esta prueba diagnostica se puede

emplear para detectar animales anérgicos, que presentan una pobre respuesta



inmune de tipo celular, pero gran cantidad de anticuerpos (Jiménez., et al.,
2009; Packett., et al., 1989).

No son muchos los estudios que se han realizado en ganado coinfectado
con F. hepatica y M. bovis, en los cuales se ha evaluado la respuesta inmune,
diagnostico y progresion de la enfermedad; en estos trabajos se demostro que
la presencia de F. hepatica disminuye la respuesta celular y puede tener
implicaciones en el diagnoéstico de la tuberculosis bovina (Flynn., et al., 2009;
McNair., et al., 2009), por lo que debe ser considerada en el diagnostico y

erradicacion de esta enfermedad.



1.1 Generalidades de F. hepatica.

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria que se debe a la presencia
y accion del trematodo F. hepatica en el parénquima hepatico, vesicula y
conductos biliares, también como parasito erratico puede estar en pulmones y
tejido subcutaneo de bovinos, ovinos, caprinos, cerdos, equinos, conejos,
venados, hombre y otros animales silvestres (Carrada, 2003).

La fasciolosis también se le conoce como distomatosis hepatica,
palomilla o conchuela del higado picado, higado podrido o mal de botella.

El parasito adulto mide de 18 a 50 por 4 a 14 mm; el cuerpo es aplanado
dorsoventralmente de forma foliacea. Los huevos miden de 130 a 150 por 63 a

90 micras, posee un opérculo (Quiroz, 1984).

1.2 Ciclo evolutivo de F. hepatica.

Los huevos pasan al duodeno con la bilis y salen del huésped con las

heces. Es necesario un medio hidrico para su desarrollo. El tiempo de desarrollo y



el nacimiento del miracidio depende en gran parte de la temperatura, a 26 los
miracidios eclosionan en 9 dias, pero a 10C no se desarrollan; sin embargo,
permanecen viables durante un largo periodo y pueden continuar su desarrollo
cuando las condiciones son favorables. Para su ulterior desarrollo es necesario un
huésped intermediario, debido a que no puede vivir mas de 24 horas en vida libre
0 pocos dias a bajas temperaturas; siendo este huésped intermediario el caracol
del género Limnaea. Las especies que se han identificado en México son L.
bulimoides, L. cubensis, L. humilis (Quiroz, 1984).

El miracidio que penetra activamente en el caracol pierde su cubierta de
pestafas y se transforma en esporoquiste de 500 micras (um) de longitud; a partir
de la pared de éste se forman de 5 a 10 masas germinativas que se convierten en
redias, éstas fuerzan la pared del esporoquiste y continGan creciendo en las
glandulas intestinales del caracol, las redias forman masas germinativas, que dan
lugar a las cercarias; después de 6 a 8 semanas las cercarias abandonan a las
redias y al caracol. La cantidad de cercarias originadas de un solo miracidio puede
llegar a ser de 600, la cercaria se adhiere a la superficie de plantas u objetos en el
agua y se transforma en metacercaria.

La infeccion se realiza por medio de la ingestion de alimentos (forraje verde
0 agua) contaminado con metacercarias. En el intestino se disuelve la membrana
quistica externa y queda libre el joven trematodo; penetra activamente a través de
la pared del intestino, alcanzando la cavidad peritoneal en el transcurso de 2 a 28
horas; luego penetra en el higado, perforando la capsula y de 4 a 6 dias después
llega al tejido hepético por el que vaga de 6 a 8 semanas para finalmente
asentarse en un conducto biliar. El periodo prepatente es de 9 semanas a 3

meses (Quiroz, 1984).



La cronologia de los estados evolutivos de fasciola se puede resumir asi:
eclosion de los huevos 2 a 4 semanas, emision de cercarias por los caracoles 5 a
12 semanas, periodo prepatente en grandes mamiferos 10 semanas. El desarrollo
del miracidio hasta cercaria a una temperatura de 15 a 20C es de tres meses

(Quiroz, 1984) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo evolutivo de  Fasciola hepatica.
Fuente:http://www.engormix.com/medio_ambiente_parasitismo_s_articulos_1966_GDC.htm

De acuerdo con el grado de susceptibilidad de varios huéspedes a la
infeccién por F. hepatica, se han agrupado de la siguiente manera, siendo los
mas susceptibles: ovinos y animales de laboratorio; con menor susceptibilidad
del grupo anterior caballos y burros; bovinos y el hombre estan en el grupo

intermedio, finalmente los cerdos en el de mayor resistencia.



1.3 Antigenos de F. hepatica.

Para F. hepatica se ha desarrollo el uso de antigenos somaticos, tegumento
y productos de secrecidon/excrecion (SEFh) en el diagndstico de la infeccidn activa,
sin embargo, el grupo de Espino y colaboradores mencionan que los antigenos de
SEFh parecen ofrecer los mejores resultados para el diagndéstico de la fasciolosis
humana y animal (Espino., et al., 1993). Los antigenos de SEFh son mas estables
que el antigeno somético (Bossaert., et al., 2000), por lo que productos de SEFh
son considerados potentes inductores de la respuesta inmune humoral, superando
a los antigenos somaticos en el inmunodiagndstico (Colmenares., et al., 2007).
Los antigenos de SEFh presentan 4 polipéptidos comunes con el antigeno
somatico y tegumentario de F. hepatica (Espino., et al., 1993). Los polipéptidos
identificados desde la primera semana de infeccién parecen ser moléculas de gran
poder inmunogénico liberadas primeramente por las formas inmaduras (Diaz., et
a.l, 1998) los productos de SEFh estan compuestos por algunas moléculas de
naturaleza glicoproteica. Entre los componentes destacan la cisteina proteinasas,
con 25y 16 kDa (Colmenares., et al., 2007). La thioredoxin-peroxidasa contenida
en los productos de SEFh inducen la activacion alterna de macréfagos, ello
contribuye entre otras causas, la presencia de respuesta tipo Th2 y supresion de
la respuesta Thl (Bautista., et al., 2008). A la catepsin-L proteasa se le atribuye la
actividad supresiva en los linfocitos del huésped (Hoyle & Taylor., 2003).

Se ha observado que los antigenos de SEFh inducen inmunosupresion,
esta relacionada con los componentes glucosidicos, éstos tienen un peso
molecular de 12 y 23 kDa. La inmunosupresion se ha encontrado en procesos

cronicos de la parasitosis principalmente con F. hepatica (Cervi., et al., 1996).



Se ha descrito que durante las primeras 3 60 4 semanas de la infeccion, el
parasito inmaduro se encuentra en migracién por el parénquima hepatico, por lo
que sus productos de SEFh son vertidos a la circulacion y pueden ser detectados
en la sangre en forma libre. La presencia de estos productos en la circulacion
constituye el principal estimulo antigénico al sistema inmunolégico del huésped e
induce de manera inmediata la formacién de anticuerpos especificos contra el
parasito, a partir de la 2 6 3 semana postinfeccion (Pelayo., et al., 1998).

El grupo de Espino, han demostrado diferentes epitopos de los antigenos
de SEFh, uno de los que mas se ha utilizado es de 11.5 kDa de la proteina
FhSAP-2 que es un antigeno temprano (Espino., et al., 2007). Asi mismo, en otro
estudio reportan que el epitope reconocido por el anticuerpo monoclonal ES-78 es
conformacional, glicoproteico y presenta al menos un puente disulfuro y B-
galactosa en su estructura, posiblemente en forma del disacarido galactosa B (1-

3)-N acetil galactosamina (Marcet., et al., 2004).

1.4 Respuesta inmune contra F. hepatica.

El establecimiento y sobrevivencia con el huésped depende de la habilidad
del parasito para evitar la respuesta inmune de su hospedero, esto se logra
mediante el cambio constante del glicocalix del tegumento del parasito, mediante
la exposicion de diferentes vesiculas que contienen productos de SEFh, con el fin
de evitar el reconocimiento inmunoldgico por los anticuerpos sintetizados contra
los antigenos de la superficie del parasito. En relacién con este recambio, sobre el
tegumento del parasito se ha identificado la presencia de granulos TO

caracteristicos del parasito joven recién desenquistado, a granulos de tipo T1y T2



que caracterizan al parasito inmaduro y maduro, respectivamente; estas
estructuras fisiologicamente diferentes, poseen componentes antigénicos de
SEFh, que en cada estadio el parasito libera al medio circulante (Diaz., et al,
1998).

En varios estudios se ha demostrado la capacidad supresiva del parasito en
el huésped, siendo los linfocitos la poblacion afectada (Moreau., et al, 2002).

Se ha visto que la respuesta predominante es Th2. En animales con alta
carga de infeccion se ha observado que existe una supresion total de las citocinas
IFN-y e IL-2 comparada con los que no tienen o tienen una carga parasitaria
menor (O’Neill., et al, 2000).

Se establece una respuesta inmune de tipo celular por los antigenos de
SEFh de las formas juveniles seguida por las formas adultas del parasito, por lo
cual es muy corto el periodo de esta respuesta celular. La respuesta inmune
contra las adolescarias ocurre a nivel peritoneal en donde son atacadas y muertas
por eosindfilos. La respuesta humoral se presenta a partir de la segunda semana
postinfeccion detectandose las inmunoglobulinas isotipo IgM, 1gG: e IgG; y
decrece a la 13 semana postinfeccion (Phiri, et al., 2006).

Estudios realizados por Ortega y colaboradores mostraron que ovinos
infectados experimentalmente presentaron una respuesta de tipo celular,
observandose una mayor proporcion de CD4"; en animales reinfectados la
poblacion que predominé fueron los linfocitos CD8*(Ortega., et al., 2002). La
susceptibilidad al parasito se atribuye al predominio de la respuesta humoral

(O"Neill., et al., 2000).



1.5 Pruebas diagnésticas de F. hepatica.

1.5.1 Prueba basada en la observacion del huevo de F. hepatica:
Técnica de Sedimentacion. Se basa en la gravedad y el tiempo de caida de los
huevos de F. hepatica en el agua que es de 100 mm/minuto, mas rapido que el
de la caida de detritos de la materia fecal. El tiempo de sedimentacion debe ser
maximo 3 a 4 minutos. La sedimentacion de los huevos puede ser auxiliada con
el uso de soluciones jabonosas que ayudan a desprender los huevos de las
materias fecales. Los resultados cuantitativos son dados en huevos/gr de
materia fecal (Aguirre., et al., 1998).

Se ha demostrado que la sedimentacion-flotacion para 4 gr tiene una
sensibilidad y especificidad de 43% y 100% respectivamente, sin embargo
cuando se realizan los copros de 10 gr con tres repeticiones cada uno se tienen

64% de sensibilidad y 93% de especificidad (Charlier., et al., 2008).

1.5.2 Interferon gamma (IFN- y). Técnica diagnéstica indirecta donde se
cuantifica la liberacion de IFN-y por parte de los linfocitos naturalmente
sensibilizados, con un antigeno especifico de SEFh o diversas fracciones
antigénicas, presentando una sensibilidad y especificidad de 93.6% y 96.2%
respectivamente.

El pico de produccion de IFN-y ocurre entre la 1 y 4 semanas
postinfeccion con estimulo inespecifico y especifico (Flynn & Mulcahy, 2008), en
otros estudios se observa el incremento de IFN-y de 2-5 semanas postinfeccion
(Clero., Mulcahy., 1998).

Algunas investigaciones reportan una respuesta ThO, que es una respuesta

inmune indiferenciada que, de acuerdo al patron de citocinas presentes en el



medio, da lugar a la diferenciacion hacia una respuesta de tipo Thl si se expresan
citocinas como IFN-y, IL-2 y factor de necrosis tumoral beta (TNF-B). Estas
citocinas participan en la activacion de macréfagos y en la hipersensibilidad
retardada; o bien hacia una respuesta de tipo Th2 si las citocinas predominantes
con IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL10 e IL 13 (Abbas, 2004).

Se ha observado que la produccion de IFN-y disminuye en animales co-
infectados con F. hepatica. En animales con alto grado de infeccion es variable
la produccién de IFN-y en respuesta al antigeno (Clery., et al., 1996). F. hepatica
induce la produccion de IL-10 con la disminucién de las funciones de los
macréfagos e IFN-y (Moreau., et al., 2002) con su posterior disminucién
(Bossaert., et al., 2000). Esto sugiere una temprana estimulacion de produccién
de IFN-y (Clery., et al 1998). La resistencia se asocia a la respuesta celular

(O’NEeill., et al., 2000).

1.5.3 Prueba basada en la respuesta inmune humoral . Las pruebas
serologicas es la evaluacion de la respuesta inmune humoral que se asocia a un
proceso cronico, la deteccion de anticuerpos contra el agente infeccioso. Los
resultados obtenidos con ELISA usando un antigeno anti-49.5 monoespecifico
para detectar en coproantigeno, mostr6 una sensibilidad de 91.4 % y una
especificidad de 92.3% (Arafa., et al., 1999). La sensibilidad y especificidad para
DOT-ELISA tiene 97.3% y 93.3% (Sakru., et al., 2004). En trabajos realizados se
ha observado que los isotipo 1gG; se encuentra a partir de la 2 — 6 semana
postinfeccion, la 1gG; inicia de la 2 — 8 semana postinfecciéon y decrece a la 13

semana postinfeccion (Phiri., et al., 2006).
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1.5.3.1 Prueba de ELISA . El ELISA se basa en el uso de antigenos o
anticuerpos marcados con una enzima, de forma que los conjugados
resultantes tengan actividad tanto inmunoldgica como enziméatica. Al estar uno
de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado con una enzima e
insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente) la reaccion antigeno
anticuerpo quedarad inmovilizada y, por tanto, sera facilmente revelada
mediante la adicion de un substrato especifico que al actuar la enzima
producira un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de

un espectometro o un colorimetro (www.cultek.com). EI marcador enzimatico

gue se emplea en estos analisis se conjuga con un ligando, que puede ser un
antigeno, un anticuerpo especifico para el antigeno de interés o un anticuerpo
para el anticuerpo primario. Casi todas las pruebas ELISA son ensayos en fase
sélida en los cuales se adsorbe un antigeno o un anticuerpo sobre un soporte
sélido. Algunos de los protocolos se basan en reacciones de enlace competitivo
y otras en reacciones de enlace no competitivo, pero en todas las pruebas de
ELISA se requiere de un paso de separacion para eliminar el conjugado
enzimatico libre antes de proceder a determinar la cantidad de conjugado
enzimatico enlazado. Para lo cual se afiade sustrato enzimatico y se mide la

reaccion catalitica entre la enzima y sustrato.

El ELISA indirecta emplea el principio de la deteccion del complejo
antigeno anticuerpo (IgG o IgM), mediante conjugados anti inmunoglobulinas
especie especificas marcadas con una enzima la cual es revelada por la adicion
de su sustrato. Esto permite determinar la concentracion de antigeno o de

anticuerpos, mediante el uso de uno de ellos unido a una fase soélida y el otro en
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solucion, es de gran utilidad sobre todo en la etapa migratoria del parasito. Tiene

una sensibilidad del 97.6% y especificidad de 93.8 % (Carrada., 2002).

Los isotipos que se han encontrado son IgM, 1gGi, 1gG, e IgA, sin
embargo en animales cronicamente infectados la IgG; es dominante (Clery., et
al., 1996), el ELISA para IgG; tiene una sensibilidad y especificidad de 92% y
94% respectivamente (Bossaert., et al., 2000), registrandose niveles maximos a
la 3 semanas postinfeccion con su gradual disminucion hasta la semana 15

(Clero., et al., 1996).

1.5.4 Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE SDS). Permite
el calculo de parametros moleculares, pues los complejos SDS proteina se
separan estrictamente segun su tamafio molecular, el SDS interacciona con las
proteinas formando complejos de caracteristicas comunes independientemente
de las de cada proteina.

Las proteinas unen una molécula de SDS por cada dos aminoacidos, lo
que implica que las cargas propias de las proteinas quedan enmascaradas o
anuladas; asimismo, la molécula de SDS proporciona una carga negativa, por lo
que los complejos SDS-proteina estan cargados negativamente de forma
uniforme (la carga por unidad de masa es practicamente constante para todos
los complejos). La movilidad es solamente funcion de la masa molecular, es
decir, cuanto menor sea la masa molecular de la proteina, mayor serd la

movilidad de la misma y viceversa.
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1.5.5 Western blot . Se puede obtener informacion acerca de las proteinas
si éstas se transfieren desde el gel a una membrana. El proceso de transferencia
se denomina blotting y fue originalmente descrita por E. M. Southern para el caso
de DNA (Southern Blot); posteriormente y continuando con la misma terminologia,
se describi6 para el caso de RNA y proteinas (Northern y Western Blot
respectivamente).

Una vez en la membrana, las proteinas estan accesibles (cosa que no
ocurre en el gel) para interaccionar con otras moléculas que permitan su
identificacion; en la mayoria de los casos, estas moléculas son anticuerpos (el
proceso se conoce como inmunoblotting), pero también pueden ser lectinas,
acidos nucleicos, receptores o cualquier otro ligando. El proceso consta de cuatro
fases:

» Transferencia: puede llevarse a cabo por diferentes métodos (difusion,
aplicando vacio, por capilaridad), pero para proteinas separadas en geles
de poliacrilamida se suele recurrir a un campo eléctrico que se aplica
perpendicularmente al plano del gel.

* Bloqueo de la membrana: una etapa comun a todos los procedimientos de
inmunodeteccion es el bloqueo, para prevenir la unién no especifica del
sistema de deteccién a la membrana, con el riesgo asociado de tener un
elevado 'background' o falsos positivos. Se han descrito numerosas
soluciones blogueantes, y todas ellas son efectivas. El factor esencial a
tener en cuenta es elegir un sistema de bloqueo compatible con el sistema
de deteccion empleado. Por ejemplo, las soluciones de bloqueo que
contienen leche desnatada contienen una gran cantidad de carbohidratos

complejos, y por ello deben descartarse cuando se van a emplear
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anticuerpos que reconocen determinantes en carbohidratos, o por ejemplo
se ha de evitar el uso de suero completo si en la deteccion se emplea
proteina A o proteina G.

Las dos soluciones de blogueo que son compatibles con casi
cualquier sistema de deteccion son las soluciones de leche desnatada y las
soluciones de albumina sérica bovina (BSA). También se recomienda el
bloqueo en Tween-20 si hay demasiados falsos positivos. Sin embargo es
conveniente usar con cuidado los detergentes no ibnicos como Tween-20
pues pueden solubilizar las proteinas transferidas al filtro.

Union del ligando: existen anticuerpos policlonales con alta especificidad y

sensibilidad como monoclonales. Sin embargo los monoclonales se pueden

obtener en mayor cantidad y mantienen siempre sus propiedades de
reconocimiento independientemente del lote.

Como anticuerpos secundarios se suelen emplear anticuerpos
obtenidos inoculando en la especie productoras inmunoglobulinas de la
especie a detectar (anticuerpos anti-especie). También se emplean los
fragmentos Fab2, producidos mediante digestion con pepsina de los
anticuerpos puros, y que, al carecer de region Fc no interfieren con algunos
componentes de los tejidos que pueden estar presentes en las muestras
bioldgicas complejas, reduciendo los falsos positivos.

Tanto la proteina A como la proteina G son proteinas que se aislan
de la pared celular de bacterias y que tienen la capacidad de unirse a la
region Fc de los anticuerpos. Ambas pueden ser marcadas con facilidad
con enzimas y otros marcadores. La proteina G tiene una capacidad de

reconocimiento mas amplia que la proteina A.
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» Deteccion: existen tres grandes grupos de marcadores o sistemas de
revelado empleados en 'Western blotting'":
% Enzimas, que catalizan una reaccién en la que se forma un

precipitado coloreado, o en la que se emite luz.

R/
o0

Radioquimicos, que emiten radiaciones ionizantes.

% Oro coloidal, que acumulado localmente produce un color rojizo y
que puede actuar como catalizador para la deposicion de plata, con
lo que se incrementa la sefial.

Enzimas. Las dos enzimas mas empleadas para marcar proteina A o G o
anticuerpos son la peroxidasa de rabano (HRP) y fosfatasa alcalina.

Sustratos colorimétricos : el 4-cloro-1-naftol en presencia de HRP y de
peréxido de hidrégeno el cloronaftol produce un precipitado azul-negro. La
reaccion es facilmente controlable, aunque es relativamente insensible cuando
se compara con 3,3 diaminobenzidina y 3,3,5,5 tetrametilbenzidina

(www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/westernblot.htm).

1.6 Generalidades de M. bovis.

La TB es una enfermedad infecciosa, causada por especies del género
Mycobacterium, que afecta al hombre y los animales y se caracteriza por la
presencia de bacilo tuberculoso y necrosis caseosa de los tejidos (OIE., 2004).

La M. bovis pertenece al complejo de Mycobacterium tuberculosis, es un
microorganismo de morfologia bacilar, encuadrado dentro de las bacterias gram

positivas (aunque su tincion por esta técnica es dificil), con un elevado porcentaje
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de guanina+citosina en su ADN, aerobico, no esporulado, inmovil y de crecimiento
muy lento.

Su pared celular contiene mas de un 60% de lipidos que son los
responsables de su caracteristica acido alcohol resistencia. Esta propiedad se
demuestra mediante las tinciones de Ziehl-Neelsen y auramina fenolada.

La epidemiologia de esta infeccion es muy compleja y engloba
interacciones entre el hombre y animales domésticos. Existe un amplio nimero de
hospederos incluyendo animales salvajes como tejon (Meles meles), pésums
(Trichosurus vulpecula), venado de cola blanca (Odocoileus virginiatus) entre
otros, por lo tanto mantienen la tuberculosis (Waters., et al., 2006).

La sobrevivencia de M. bovis puede ser por largos periodos de tiempo si las
condiciones ambientales son favorables. Si se contaminan heces o suelo estéril
con M. bovis y se almacenan protegidos de la luz, los microorganismos pueden
sobrevivir varios meses. En el caso de los cadaveres de animales infectados, la
supervivencia de M. bovis depende del grado de putrefacciéon de los mismos.
Estos cadaveres son, pues, fuente de infeccion para los carrofieros y para el
ganado que pasta en sus proximidades. Este mecanismo primordialmente se ha
demostrado en zonas de baja prevalencia de TB, como en algunos estados de
Estados Unidos de América y algunos paises de Europa como Reino Unido y
Nueva Zelanda, la persistencia de la tuberculosis se atribuye frecuentemente a

reservorios de M. bovis de animales silvestre y ferales (Nelly., et al., 2001).
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1.7 Patogenia de M. bovis en ganado bovino.

La primera fase de la patogénesis inicia con la inhalacion de bacilo
tuberculoso. Los macréfagos alveolares fagocitan al bacilo y otros lo destruyen. En
esta fase, la destruccion de la micobacteria depende de la capacidad intrinseca
microbicida del huésped. La segunda fase los monocitos y otras células
inflamatorias son atraidas por los pulmones. Estos monocitos pueden
diferenciarse en macréfagos con una facilidad de ingesta, pero no de destruccion
de la micobacteria. En esta fase la micobacteria crece logaritmicamente. La
tercera fase es cuando se detiene el crecimiento del bacilo. Después de 2-3
semana postinfeccion, se desarrolla una respuesta de tipo celular (Crevel van., et
al., 2002).

En el ganado bovino, los resultados de infecciones experimentales por las
vias respiratoria y digestiva, junto con la distribucion de las lesiones encontradas
en el ganado naturalmente infectado, muestran que aproximadamente un 80-90%
del ganado se infecta por inhalacion, siendo la infeccidon tuberculosa primaria
pulmonar en el 90% de los casos. Bastan unos pocos bacilos para producir la
infeccion por via respiratoria, mientras que se necesitan varios miles de millones
para hacerlo por via oral (Aranaz., et al., 1996; Nelly., et al., 2001).

Existe una relacion inversamente proporcional entre la dosis infectante y el
tiempo que transcurre hasta la excrecion respiratoria de M. bovis. En las
infecciones naturales, la excrecion comienza a los 87 dias de la infeccion,
ocurriendo en algunos casos en ganado todavia negativo a la tuberculina
(Aranaz., et al., 1996).

Debido a su escaso tamafio (1 a 5 ym) y sus especiales caracteristicas

fisicas, pueden alcanzar las zonas mas profundas del aparato respiratorio
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(regiones inferiores y medias de ambos pulmones). Estas zonas estan mejor
ventiladas y, por lo tanto, estdn mas expuestas a la llegada de particulas
infecciosas.

Cuando un animal no sensibilizado previamente, inhala bacilos
tuberculosos, las barreras mecéanicas de las vias respiratorias altas y el sistema
mucociliar de la mucosa bronquial eliminan las particulas grandes y soélo las que
tienen un diametro menor o igual a 5 ym alcanzan el alveolo, donde los bacilos
son fagocitados por los macréfagos alveolares. La posibilidad de desarrollar
enfermedad pulmonar a partir de esta infeccion inicial dependera principalmente
de la virulencia de la bacteria y de la capacidad bactericida inherente al macréfago
alveolar que lo fagocita. La tuberculosis pulmonar suele iniciarse en la unién
bronquiolo alveolar y se extiende hacia el alvéolo constituyendo en sus comienzos
una pequefa lesion sublobulillar, lobulillar o, incluso, puede involucrar a mas de un
lobulillo. Estas lesiones primarias unicas 6 multiples, aparecen especialmente en
zonas subpleurales de las porciones dorsocaudales de los l6bulos principales
diafragmaticos.

La formacion del foco primario, son los macréfagos que frecuentemente
asumen una apariencia distinta, se pueden observar como células gigantes (tipo
Langhans). Una mezcla de células epiteloides y gigantes forman el centro de un
tubérculo, rodeado por una zona de linfocitos células plasmaticas y monocitos y, a
medida que la lesién progresa, el tubérculo desarrolla difroplasia periférica y
necrosis caseosa central; la mineralizacion puede ser observada en esta pared de
necrosis caseosa (Nelly., et al., 2001).

Las lesiones producidas en el curso de la tuberculosis respiratoria bovina

son de tipo productivo (o proliferativo) y de tipo exudativo. Estas diferencias
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morfologicas en cuanto a su presentacion, dependen de distintos factores ligados
tanto al hospedador como al agente causal: especie animal, resistencia individual,
tipo de micobacteria tuberculosa en el animal afectado, 6rgano afectado, carga
antigénica y grado de hipersensibilidad del animal y factores inherentes al bacilo.
La formacion y mantenimiento de granulomas es esencial para el control de la

infeccion con micobacteria (Hasan., et al., 2009).

1.8 Antigenos de secrecion de M. bovis.

La superficie de la micobacteria contiene antigenos que pertenecen a un
complejo no proteico que son altamente inmunorreactivos. Estos complejos son
quimicamente heterogéneos y estructuralmente complejos (Sharma., et al., 2006).

Diversos estudios se han realizado para clasificar y determinar los
antigenos de secrecion de la micobacteria; sin embargo, hay mas informacién de
M. tuberculosis y en menor cantidad de M. bovis. La clasificacion de proteinas de
M. tuberculosis y M. bovis son: MPT32 41kDa, MPT45 31.5 kDa, MPT44 31 kDa,
MPT59 30kDa, MPT 51 27 kDa, MPT64 26 kDa, MPB70 23 kDa, MPT63 18 kDa,
MPT53 15 kDa (Wiker & Harboe., 1992). Se menciona que los antigenos
fuertemente reactivos son: complejo Ag85, ESAT-6, CFP-10, MPB70, MPB83, P38
(Meickle., et al., 2009).

La mayoria de los antigenos de M. bovis caracterizados a la fecha son
proteinas solubles. La proteina de secrecion mayormente producida por M. bovis
es la MPB70, esta glicoproteina cuyo peso molecular puede oscilar entre 22 a 25
kDa dependiendo del grado de glicosilacién (Fifis., et al., 1989), otra es la MPB83

lipoproteina de 23 kDa que en su forma nativa se localiza asociada a la superficie

19



bacteriana, es comunmente reconocido por las especies de estudio comun en
animales silvestres (Lyashchenko., 2008).

Se ha observado que los antigenos de secrecion de las micobacterias
inducen una fuerte respuesta inmune celular como humoral (Diaz., et al., 2002).
Las proteinas mas observadas fueron las que tuvieron pesos de 23 a 33 kDa del
sobrenadante, siendo mas amplio el rango de los pesos de las proteinas en el
Western blot y estos pesos van de 17 a 80 kDa en extracto celular (Cataldi., et al.,

1994).

1.9 Respuesta inmune para M. bovis.

Se sabe gue los mecanismos inmunolégicos mas importantes que ocurren
en el pulmén se pueden clasificar en innatos y adaptativos (Peters, et al., 2003).
En el primer caso tienen participacion los macrofagos, los neutrdfilos y el sistema
del complemento. A través de los mecanismos de respuesta inmune innata el
organismo trata de combatir a la micobacteria, con la remocién mucociliar en vias
respiratorias altas, y la accion del sistema del complemento donde las
micobacterias pueden entrar a los macrofagos via receptores para los
componentes del complemento. Otro de los mecanismos de destruccion presentes
en los macrdéfagos, son los receptores de manosa, esta es una proteina
transmembranal, con un dominio extracelular que contiene ocho dominios de
reconocimiento de carbohidratos dependientes de calcio caracteristica de lectinas
(Taylor, 1993).

En el segundo caso participan células T y B que son capaces de reconocer

antigenos. Las respuestas inmunes adaptativas dependen de las células T
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cooperadoras (Th CD4") y células T citotdxicas (Tc CD8"), siendo las dos muy
importantes en procesos infecciosos donde estan involucradas las micobacterias
(Prince, et al.,, 2003). La inmunidad adaptativa se da en principio por tres
procesos: presentacion del antigeno, coestimulacion y produccion de citocinas.
Primero el complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC II) presenta
moléculas proteicas micobacterianas, inmunidad celular para antigenos
especificos células T CD4", tienen un efecto protectivo por la produccion de
citocinas, Thl fue caracterizada por la produccion de IFN-y. Segundo el complejo
mayor de histocompatibilidad tipo | (MHC ) presenta antigeno especifico CD8"
que contribuye a la secrecion de citocinas que realizan lisis de células infectadas.
La respuesta Th2 se caracteriza por la produccién de la IL-4 (Crevel van., et al.,
2002).

Las citocinas son moléculas que resultan de la activacion de la respuesta
celular y existen las proinflamatorias y antiinflamatorias como el Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNF-a) que se produce por la estimulacion de monocitos,
macrofagos y células dendriticas, TNF—a juega un papel clave en la formacion del
granuloma y tiene propiedades inmunoreguladoras, IL-1 que es producida por las
mismas células que producen el TNF-a, IL-6 tiene propiedades pro y
antiinflamatoria, IL-12 crucial en la produccién de IFN-y, IL-18 estimula produccién
de otras citocinas proinflamatorias, quimiocinas factores de transcripcion, IFN-y,
juegan un papel importante en el control de la infeccion contra Mycobacterium
(Rhodes, 2000). Las citocinas antiinflamtorias son: IL-10 que es producida por los
macrofagos después de la fagocitosis, Factor de Crecimiento Tumoral beta (TGF-
B) producido por monocitos y células dendriticas, IL-4 esta citocina suprime la

produccion de IFN-a y activacion de macrofagos (Crevel van., et al., 2002).
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En la fase temprana de la infeccion de M. bovis se caracteriza por una
fuerte produccion de IFN-y que responde a moléculas < de 10 kDa, el progreso de
la enfermedad puede cambiar de Thl a Th2, con una asociacion de anergia
(respuesta celular disminuida) y el desarrollo de una respuesta humoral (Plackett.,
et al., 1989).

Ademas, el desarrollo y mantenimiento de una respuesta Thl IFN-y esta
asociada con un mayor control de la infeccidén para M. tuberculosis, el progreso de
la respuesta inmune de un Thl contra ThO desarrolla una patologia extensa y
menor desempefio en las pruebas diagnosticas basadas en inmunidad mediada
por células (CMI), pero desarrollan una fuerte respuesta humoral IgG; (Welsh., et
al., 2005).

En términos generales existe una relacion reciproca entre la etapa
temprana con una respuesta celular en la que se han basado las pruebas
diagnésticas como hipersensibilidad retardada, proliferacion de linfocitos,
produccion de IL-2, e IFN-y, y etapa tardia con una respuesta humoral, con la
deteccion de IgG; que se detectan de la 6 - 8 semanas postinfeccion con un
incremento de la 8 - 20 semana postinfeccién (Welsh., et al., 2005), se han
detectado altos niveles de anticuerpos en suero de animales infectados en
estados avanzados de la infeccion o en animales con lesiones diseminadas
(Ritacco, et al., 1991). La presencia de anticuerpos esta generalmente asociada a
estadio tardio de la enfermedad, por lo que el empleo del ELISA en la deteccion
de anticuerpos contra M. bovis se propone como una prueba adicional a las
pruebas de hipersensibilidad retardada, para poder determinar estadios
avanzados de la enfermedad y animales anérgicos (Jiménez, et al., 2009; Silva,

2001; Plackett., et al., 1989).
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1.10 Diagnéstico para M. bovis.

1.10.1 Intradermoreaccion  (Hipersensibilidad tipo V). La
intradermoreaccion es la clasica prueba en el diagnéstico de M. tuberculosis y M.
bovis en medicina humana y medicina veterinaria. La hipersensibilidad retardada
es un indicador de la respuesta inmune celular, esta es consecuencia de la
infeccion y enfermedad (Thom., et al., 2004). La prueba caudal tiene una
sensibilidad de 72% y especificidad del 98.8%, la prueba cervical comparativa
tiene una sensibilidad de 68.6%-95% y una especificidad de 88.8%-99.9%
(Adams., 2001).

El desafio intradérmico con tuberculina, activa linfocitos, que secretan TNF-
a y TNF-B (Cascante., et al.,, 2007); los que actian sobre células endoteliales
induciendo secuencialmente, moléculas de adhesion como: CD 54 (ICAM-1),
CD106 (VCAM-1), CD62 selectina-E en el endotelio y en leucocitos, de esta forma
los leucocitos circulantes pueden migrar al sitio de lesion mediante un proceso
inflamatorio firmemente regulado al sitio de reaccién (Sanchez., et al., 2008).
Intervienen inicialmente neutrofilos a las 4 horas, monocitos a las 12 horas que

constituyen 80-90% del infiltrado celular total y células T.

1.10.2 Prueba de IFN-y. Esta técnica diagnostica indirecta, donde se
cuantifica la liberacion de citocina IFN-y por parte de los linfocitos naturalmente
sensibilizados, tras ser estimulados con un antigeno especifico PPD bovina, PPD
aviar o diversas fracciones antigénicas presentando una sensibilidad que varia de
81.8%-100% y una especificidad de 94%-100% (Wood., 2001). Sin embargo en
otros estudios el IFN-y ha mostrado una sensibilidad de 85% y una especificidad

de 93% en ganado dado como rector positivo a la prueba intradérmica caudal
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(Buddle., et al 2001). En algunos estudios realizados con la prueba intradérmica
que son dados como negativos, en los resultados de IFN-y son positivos, por lo

que representaria un diagndstico mas temprano (Plackett., et al., 1989).

1.10.3 Prueba de ELISA. En la deteccion de IgG anti M. bovis se han
obtenidos 73.6% y 94.1% de sensibilidad y especificidad respectivamente
(Ritacco., et al 1990). La produccion de anticuerpos en las diferentes etapas de la
enfermedad es muy variable, pudiéndose presentar de forma mas acentuada en
etapas avanzadas de la enfermedad, asociada a una respuesta inmune celular
insuficiente o negativa debido al estado de anergia del animal. Motivos como el
mencionado impulsaron el desarrollado del test serologico ELISA (Enzyme Linked
Immuno sorbent Assay), para el diagnostico de esta enfermedad. Esta técnica ha
sido llevada a cabo y evaluada en diferentes trabajos presentando resultados
variables (sensibilidad y especificidad). Por tal motivo, esta alternativa diagnéstica
es considerada insuficiente para ser incorporada aun como herramienta valida en

un programa de saneamiento (Gaborick, et al., 1996).
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4. Objetivo General.

Determinar el efecto de la presencia de F. hepatica en las pruebas de

diagndstico de la tuberculosis bovina.

4.1 Obijetivos Particulares.
4.1.1 Determinar mediante las pruebas de ELISA y Western blot,
la reactividad cruzada entre antigenos de M. bovis y

antigenos de F. hepatica.

4.1.2 Determinar mediante las pruebas de tuberculina e IFN-y, la
respuesta inmune celular a M. bovis en bovinos infectados con F.

hepatica, asi como en animales libres de esta parasitosis.

3. Hipotesis.
La infeccion de F. hepatica en bovinos aumenta los reactores a la

prueba de tuberculina, utilizada para el diagnéstico de la tuberculosis bovina

bajo condiciones de campo.
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2. Justificacion.

Se sabe que en muchas de las zonas con altas prevalencias de
tuberculosis también la fasciolosis es endémica. Sin embargo, no existen
estudios en el pais que muestren si la presencia de F. hepatica puede estar
afectando el diagndstico de la tuberculosis. El estudio de la interaccion de estas
dos enfermedades permitira un mejor diagnostico de la tuberculosis lo que
resultara en un mejor control de esta enfermedad y disminuira las pérdidas

econdmicas asociadas a ella.
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5. Material y métodos.

El presente trabajo se realizo en el Distrito Federal, en el Laboratorio de
Inmunologia del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias en
Microbiologia Veterinaria (CENID-Microbiologia) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Laboratorio de
Parasitologia de Departamento de Parasitologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM). Asi como en el laboratorio del Instituto Nacional de Pediatria
(INP) de la Secretaria de Salud (SS).

El trabajo de campo se realiz6 en el Municipio de Acatlan, estado de

Hidalgo, México.

5.1 Animales. Se utilizaron 124 bovinos de la raza Holstein-Frisian,
hembras mayores de 12 meses de edad. Pertenecientes a un hato ubicado en
el Municipio de Acatlan, que se localiza 2009’ latitud norte y 9826’ longitud
este y tiene una altura sobre el nivel del mar de 2120 mts, perteneciente al

estado de Hidalgo, México.

5.2 Disefio Experimental. Las pruebas iniciales que se hicieron fueron la

prueba intradérmica caudal a todos los animales del hato, ese mismo dia se

tomaron muestras de heces de cada uno de los animales, para la técnica de

sedimentaciéon. A las 72 horas se realiz6 la lectura de la prueba intradérmica

caudal, dando como resultado 34 animales reactores; a los reactores se realizo la

prueba intradérmica cervical comparativa; dando como resultado tres grupos:
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positivos (P) 19/34, sospechosos (S) 12/34 y negativos (N) 3/34. A cada grupo se
les efectud la prueba de IFN-y, ELISA para F. hepatica y M. bovis.

No se realizé la prueba de IFN-y a los animales no reactores a PPD bovino,
sin embargo, a todos los animales se les realiz6 la prueba de ELISA para F.

hepatica y M. bovis.

5.3 Prueba coproparasitoscépica, técnica de sedimentacion . Se
obtuvieron heces de cada uno de los animales para el diagnéstico
coproparasitoscopico. Se pesaron 5 gr de heces, se diluy6é con agua, se decantd
el sobrenadante 4 veces hasta que el sobrenadante fuera claro, se filtr6 con una
malla el sedimento, posteriormente se le agregd 2 gotas de azul de metileno, se
observé en el microscopio estereoscoépico, y se realizé el conteo de huevos de F.

hepatica de todo el sedimento (FMVZ, 1980).

5.4 Antigeno de SE Fh. Se recolectaron fasciolas adultas obtenidas de
higados de bovinos sacrificados en el rastro Municipal de Toluca, Estado de
México. Las fasciolas adultas vivas, se colocaron en solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS) estéril pH 7.4, a temperatura ambiente para su traslado al
laboratorio. En condiciones de esterilidad se lavaron 5 veces con PBS adicionado
con antibidtico (penicilina 10,000 Ul/estreptomicina 10,000 ucg) y antimicotico
(anfoteracina B 25 pg/ml) en solucion de NaCl al 0.85% (1X), el ultimo lavado se
hizo con solucion salina de Hanks (1X) adicionado con antibigtico-antimicético in
vitro S.A., posteriormente se colocaron en medio RPMI 1640 adicionado con
antibiotico-antimicético, se dejaron a una temperatura de 37° C, con agitacion

constante 45 revoluciones por minuto (rpm) durante 12 horas. Posteriormente se
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colectd el sobrenadante y se centrifugé a 1000 rpm por 3 minutos a 14 T, una
vez centrifugado, se hizo pasar por filtros de 0.20 ym, se le agreg6 inhibidor de
proteasas 52 pl (Protease Inhibitor Mix, Amersham Biosciences) y 79.1 mg &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), finalmente se fracciond el volumen en alicuotas,
para guardar a -80 C. (Espino., et al., 1988). Se cuantificé la proteina por el

método de Bradford (Bradford, 1976).

5.4.1 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford. Para
realizar la cuantificacién de la proteina del antigeno de SEFh que se obtuvo, se
hizo de la siguiente manera:

Se utilizé una microplaca de 96 pozos (NUNC), se coloc6 de 0 a 10 ul de
una solucién de albumina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 1mg/iml,
después se coloco de 10 a O pl de agua destilada a cada pozo, posteriormente
se coloco 190 ul de reactivo de Bradford, finalmente se coloca 10 pl de la
dilucion del antigeno que fueron 1:5, 1:10 y 1:20 y 190 pl de reactivo de
Bradford, con un filtro de 595 nm, los resultados obtenidos se promediaron y
graficaron para poder determinar la cantidad de proteina en la muestra, siendo
(10mg/ml) (Bradford, 1976) y posteriormente se realizé la técnica de

electroforesis para la evaluacion de integridad de las proteinas.

5.4.2 Electroforesis mini gel SDS PAGE 11%. Espaciador: Para
preparar los geles se requirié las siguientes soluciones: agua destilada 3.7 ml,
acrilamida 3.7 ml, Tris HCI (pH 8.8) 2.5 ml, SDS 10% 100 ul, temed 12 ul, APS

10% 50 pl, al final se agreg6 el temed y el APS al 10%.
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Introductor: Se requieren las siguientes soluciones: agua destilada 2.125
ml, acrilamida 0.625 ml, tris HCI (pH 6.8) 0.937 ml, SDS 10% 38 pl, temed 5 pl y
APS 10% 30 ul. La muestra se prepar6 de la siguiente manera: 60 ul de
amortiguador de muestra y 30 yl de muestra con una concentracion de 10 mg/mi
para tener un total de 90 ul, para colocar 30 pl aproximadamente por pozo.

El marcador que se utilizé es el kaleidoscope que marca un rango de ~7 -
216 kDa, colocando 2 ul de éste y 20 pl de amortiguador para tener un volumen
final de 30 pl.

Se coloco en la camara de electroforesis y se corrié por 1 hora a 150 V.
Se les puso solucién fijadora, posteriormente se puso la tincibn de Coomasie
aproximadamente por dos horas, después se puso el decolorante
aproximadamente por 12 horas. Se tifieron con la tincibn de Coomasie y plata
(Towbin, et al., 1979). Para la tincidon de plata se empleo kit Silver Stain Plus
(BIORAD), posteriormente se realizaron 3 lavados con agua destilada durante

10 minutos cada lavado (Gottlieb & Chavko., 1987).

5.5 Prueba de IFN-y para F. hepatica. Se obtuvo sangre heparinizada de
los 34 animales que fueron reactores a la prueba cervical comparativa. La sangre
se distribuyé en condiciones de esterilidad en placas de 48 pozos 750 pl de
sangre por pozo, estimulados con 1.6 ul, 4.16 pl de antigeno de SEFh (1,200
pg/ml), 5 ul (6.67 ug/ml) de Pokeweed y un pozo sin antigeno como testigo. Las
placas se incubaron 24 horas a 37C, en una atmdésfera humeda al 5% CO..
Posteriormente se cosechd el sobrenadante y se conservd a -70C hasta su
evaluacion. Los sobrenadantes obtenidos fueron ensayados por duplicado para

determinar el nivel de IFN-y, mediante una prueba comercial (Bovigam TM Bovine
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Gamma Interferon Test, Veterinary Australia). Se agregaron 100 pl/pozo de los
sobrenadantes diluidos 1:2 en las placas sensibilizadas con el anticuerpo anti-IFN-
y bovino y se incubd por una hora, posteriormente se lavaron 5 veces con PBS-
Tween-20 al 1%, se agregdé 100 ul de diluyente y conjugado, nuevamente se
incubaron por una hora, se volvié a lavar cinco veces (solucion de lavado), se
agregd 100 pl/pozo de sustrato y cromdgeno. La reaccion se interrumpié a los 15
minutos adicionando solucién de paro. Posteriormente se realizé la lectura a 450

nm (Diaz., et al., 2003).

5.6 Prueba de ELISA para F. hepatica. Se obtuvieron sueros de cada uno
de los animales. Para la realizaciéon de la técnica de ELISA, se utilizaron
microplacas de 96 pozos de fondo plano 12X8 (Nunc-Immuno Plate MaxiSorp), las
microplacas se incubaron con 100 ul/pozo del antigeno de SEFh (2.5 ug/100ul).
Este antigeno se diluy6é en solucion de pegado (buffer de carbonato pH 9.6). Las
placas con el antigeno fueron incubadas toda la noche a 37°C, en una atmésfera
hiameda de 5% CO,. Posteriormente se lavaron con PBS-Tween-20 al 0.1%, cinco
veces con 200 ul. Se bloquearon con PBS-gelatina al 3%. Se incubaron por una
hora a 37 °C, en una atmésfera humeda al 5% CO ,, se lavaron con PBS-Tween
20 al 0.1 % cinco veces, después se secaron. Los sueros se trabajaron por
duplicado a una dilucién de 1:50 en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS pH
7.4), se incubaron por una hora. Posteriormente se lavaron cinco veces con
solucion de lavado (PBS-Tween-20 al 0.1%), se agreg6 100 ul/pozo de proteina G
1:10000 (Protein G, recombinant—peroxidase, SIGMA), incubando una hora,
nuevamente se lavaron con soluciébn de lavado cinco veces, después se

agregaron 100 pl por pozo de solucién de revelado (10 ml solucion amortiguadora
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de citratos-fosfatos pH 4.5, 4 ug de orto-fenilendiamina y 4 pl de H,0,). La
reaccion se interrumpié a los 5 minutos adicionando 50 ul/pozo de solucién de
paro (H.SO,4 2M). Las placas se leyeron a una longitud de onda de 492 nm (Diaz.,
et al., 2003). El punto de corte se establecio por la prueba de sensibilidad y

especificidad de 62 animales negativos a F. hepatica y M. bovis.

5.7 Western blot para F. hepatica. Para el analisis de
inmunotransferencia, se realizd corrimiento electroforético de antigeno SEFh en
un sistema de geles de poliacrilamida discontinuo, utilizando un gel espaciador e
introductor al 11% bajo no condiciones reductoras; después de la separaciéon
electroforética las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa de 0.45
pm (BA85R597 Schleicher and Schuell), de acuerdo a la metodologia descrita por
(Towbin, 1979). Se utilizé un buffer de transferencia y se aplicd un voltaje de 100
V durante 1 hora. Después de la transferencia, se bloquearon los sitios libres de la
membrana incubandola con una solucién de gelatina al 3% a 37 °C con 5 % CO ,
por 1 hora; posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos, con PBS-
Tween-20 al 0.3 % pH 7.2. Se cortaron tiras de 5 mm de ancho de la membrana,
para incubarlas con los sueros de los diferentes grupos de animales: los sueros se
diluyeron 1:50 en PBS-Tween 20 al 0.3%. Se incubaron tiras individuales con cada
uno de los diferentes sueros diluidos a temperatura ambiente por espacio de 1
hora, y después de este tiempo las tiras se lavaron 5 veces con PBS-Tween 20 al
0.3%, se adicion6 una anti IgG conjugada con peroxidasa, diluida 1:5000 y se
incubod por 1 hora a temperatura ambiente, después se realizaron 3 lavados con
PBS-Tween-20 al 0.3 % y se revel6 afiadiendo el sustrato de la enzima 4-cloro 1

naftol-H,O, (Figura 2).

32



5.8 Prueba intradérmica caudal. Se inocul6 0.1ml de PPD bovino de M.
bovis cepa AN5 (BiIVE Productora Nacional de Biologicos Veterinarios)
intradérmico en el pliegue caudal, con jeringa tuberculina con aguja 1 cc/ml
27Gx13mm esterilizada. La lectura se realizd6 a las 72 horas (x 6 horas),
postinoculacion en el sitio de aplicacién. Se di6 como animal reactor cuando
presentara visible y/o a la palpacion cualquier aumento, engrosamiento, rubor,

calor, dolor 6 necrosis en el sitio de aplicaciéon (NOM-031-ZO0-1995).

5.9 Prueba intradérmica cervical comparativa. Los sitios de inoculacién
para esta prueba son: para la inoculacion superior es el tercio medio del cuello a
10 cm debajo de la cresta cervical, el sitio inferior fue aproximadamente 13 cm
debajo de la anterior, antes de inocular se rasurd, midié con un vernier el grosor
de la piel de dichos sitios. La inoculacion fue intradérmica. En la parte superior se
inoculé 0.1 ml de PPD aviar de M. avium cepa D4 y en la inferior 0.1 ml de PPD
bovino de M. bovis cepa AN5, la lectura de esta prueba se realizo a las 72 horas
(x 6 horas), midiendo con el vernier el grosor de las reacciones, sustrayendo el
valor de la primera lectura al de la segunda. Una vez realizada esta operacion se
procedio a graficar los valores obtenidos tanto del derivado proteico purificado
aviar como del bovino y el punto de interseccién di6 el resultado de la prueba. De

acuerdo a la grafica oficial se interpretaron los resultados (NOM-031-ZO0-1995).

5.10 Prueba de IFN-y para M. bovis. Se obtuvo sangre heparinizada de
los 34 animales que fueron reactores a la prueba cervical comparativa. La sangre
se distribuyé en condiciones de esterilidad en placas de 48 pozos de 750 ul de

sangre por pozo, estimulados con 50 pl de PPD de M. bovis, 50 yl de PPD de M.
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avium (ambos de 300 pg/ml de proteina), 5 pl (6.67 ug/ml) de Pokeweed y un
pozo sin antigeno como testigo. Las placas se incubaron 24 horas a 37C, en una
atmosfera humeda al 5% CO,. Posteriormente se cosecho el sobrenadante y se
conservdé a -70C hasta su evaluacion. Los sobrenadantes obtenidos fueron
ensayados por duplicado para determinar el nivel de IFN-y, mediante un paquete
comercial (Bovigam TM Bovine Gamma Interferon Test, Veterinary Australia). La
prueba se realizd e interpret6 conforme a las instrucciones del fabricante.
Consistid en lo siguiente: se agregaron 100 ul/pozo de los sobrenadantes diluidos
1:2 en las placas sensibilizadas con el anticuerpo anti IFN-y bovino y se incub6 a
37 T por una hora, posteriormente se lavaron 5 vec es (buffer de lavado 1X) se
agrego6 100 pl del conjugado, se volvio a incubaron por una hora, nuevamente se
lavaron cinco veces (buffer de lavado 1X), se agregé 100 ul/pozo de sustrato y
cromdgeno. La reacciéon se interrumpio a los 15 minutos adicionando solucion de
paro. Posteriormente se realizé la lectura a 450 nm. Los resultados del diagndéstico

se calcularon segun el paquete comercial (Diaz., et al., 2003).

5.11 Obtencién del extracto proteicos de filtrado de cultivo de M.
bovis y M. avium. Los sobrenadantes de las cepas utilizadas para el
experimento fueron M. bovis cepa AN5 y M. avium cepa D4. 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 [(NH4),SO,4] a una saturaciéon final del 80%, con agitacion
constante a 4° C por 24 horas. Al término de este tiempo, la solucion se
centrifugd a 4 °C por 60 minutos a 10 000 rpm ?, para empaquetar el precipitado,

el cual fue resuspendido en 10 ml de PBS pH 7.2, posteriormente se dializé



totalmente contra solucion amortiguadora de fosfatos, en bolsas de dialisis, con
punto de corte de 12 a 14 kDa, a 4 °C durante 36 h oras con 4 cambios de 2
litros cada uno. Para comprobar la ausencia de (NH4).SO4 se agregd cloruro de
bario, el producto final se designé como extracto proteico de filtrado de cultivo
(CFPE), la concentracién de proteinas se determind por el método de Bradford
(Bradford, 1976), posteriormente fue dividido en alicuotas de 1 ml con una
concentracion de 400 pg/ml para M. bovis y 300 yg/ml de M. avium de proteina,

que fueron almacenadas a — 70C hasta su uso (Diaz., et al 2003).

5.12 Prueba de ELISA para M. bovis. Se sensibilizaron las microplacas de
96 pozos de fondo plano 12X8 (Nunc-Immuno Plate MaxiSorp) con M. bovis y M.
avium, el antigeno se diluyé en solucion de pegado (buffer de carbonatos con pH
de 9.6), se agregé 100 ul/pozo, se dejé incubar a 37 ° C, en una atmdsfera
hameda al 5 % CO;toda la noche.

Se lavaron cinco veces con PBS+Tween-20 al 0.1%. Para bloquear las
placas se puso 100 ul/pozo de solucién blogueadora (leche descremada al 1.5%
en PBS-Tween-20 al 0.1%), se incubaron por una hora. Se lavo con solucion de
lavado cinco veces (buffer fosfatos pH 7.4) con PBS+Tween-20 al 0.1%.

Los sueros de cada uno de los animales, se trabajaron por duplicado a una
dilucion de 1:50 en solucién bloqueadora por una hora a 37°C, en una atmoésfera
hiameda al 5% CO,. Posteriormente se lavaron cinco veces con solucién de
lavado, se agregd 100 pl de proteina G 1:10,000 (Protein G, recombinant—
peroxidase, SIGMA) en solucién blogueadora, incubando una hora, nuevamente
se lavaron con solucién de lavado cinco veces, después se agregaron 100 ul por

pozo (10ml solucién amortiguadora de citratos-fosfatos pH 4.5, 4 ug de orto-
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fenilendiamina y 4 pl de H,0,). La reaccién se interrumpiéo a los 5 minutos
adicionando 50 pl/pozo de solucién de paro (H,SO,4 2M). Las placas se leyeron a
una longitud de onda de 492 nm.

La respuesta de anticuerpos de M. bovis, se analizd6 estableciendo como
valor de corte la densidad dptica (DO)49, promedio mas dos desviaciones estandar
(DS) (P<0.0005) de un grupo de 300 animales sanos, provenientes de una zona
de baja incidencia de tuberculosis bovina.

Como testigo positivo se utilizé suero de un bovino infectado naturalmente

con resultados positivos a la prueba intradérmica e IFN- y.

5.13 Western blot para CFPE. Para el andlisis de inmunotransferencia, se
realizaron del CFPE en un sistema de geles de poliacrilamida discontinuo,
utilizando un gel separador al 11% y un gel concentrador al 3 % bajo condiciones
reductoras; después de la separacion electroforética las proteinas se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa, de acuerdo a la metodologia descrita por (Towbin.,
et al, 1979). Se utilizé un buffer de transferencia y se aplicé un voltaje constante
de 150 V durante 1.5 hrs. Después de la transferencia se bloquearon los sitios
libres de la membrana incubandola con una solucién gelatina al 3% a 37° C por
espacio de una hora; posteriormente se realizaron tres lavados de 5 minutos, con
PBS+Tween-20 al 0.05 % pH 7.2. Se cortaron tiras de 5 mm de ancho de la
membrana, para incubarlas con los sueros de animales positivos, sospechosos y
negativos a la prueba IDCC; los sueros se diluyeron 1:50 en PBS+Tween-20 al
0.05 %. Se incubaron tiras individuales con cada uno de los diferentes sueros
diluidos a temperatura ambiente por espacio de 1 hora, y después de este tiempo

las tiras se lavaron 5 veces con PBS+Tween-20 al 0.05%, se adicioné una anti
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IgG-bovino conjugada con peroxidasa, diluida 1:1,000 y se incub6 por 2 horas a
temperatura ambiente, posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS+Tween-

20 al 0.1% y se revel6 afiadiendo el sustrato de la enzima, 4-cloro 1 naftol-H,0,.

6. Analisis Estadistico.

Se llevo a cabo una prueba de ji cuadrada, para determinar la relacion entre
los resultados de IFN-y para M. bovis y sedimentacién para F. hepatica. Se llevé a
cabo la prueba de Pearson para la correlacion de sedimentacion (huevos/gr

heces) y ELISA para F. hepatica (Daniel, 2002).
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7. Resultados.

De los 124 animales evaluados 34 (27.4%) resultaron reactores a la prueba
intradérmica caudal, de ellos 19 se diagnosticaron como positivos a la prueba
intradérmica cervical comparativa, es decir la prevalencia fue de 15.32% de
tuberculosis en el hato, 12 animales (9.6%) quedaron como sospechosos, y resto

resultaron negativos (Cuadro 1).

7.1 Tuberculosis

7.1.1 Prueba intradérmica caudal y cervical comparativa. De todos los
animales evaluados, 34 bovinos fueron reactores a la prueba IDC, al ser
examinados con la prueba IDCC, se encontré que 19/34 (55.88%) fueron positivos

(P), 12/34 (35.29%) sospechosos (S) y 3/34 (8.82%) negativos (N) (Cuadro 2).
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7.1.2 Prueba de IFN-y. Una vez hecha la prueba IDCC se determiné la
produccion de IFN-y a los 34 animales reactores, de ellos 26 resultaron positivos
(20.96 %) del hato, quedando de la siguiente manera: de los 19 animales positivos
(P) para la IDCC 17 fueron IFN-y positivos (89.47%), de 12 animales sospechosos
(S) 7 se confirmaron (58.33%), y de 3 negativos (N) 2 fueron positivo a IFN-y

(66.66%) (Cuadro 2).

7.1.3 Prueba de ELISA . A 113 animales se les realizé la prueba de ELISA,
para la integracion de los tres grupos, se consideraron las DO bajas, intermedias y
altas. El punto de corte de M. bovis, se analizé estableciendo como valor de corte la
densidad optica (DO)492 promedio mas dos desviaciones estandar (DS) (P<0.0005)
de un grupo de 300 animales sanos, provenientes de una zona de baja incidencia de
tuberculosis bovina.

De los 88 animales diagnosticados como negativos a la prueba IDC, al ser
evaluados por la prueba de ELISA indirecta 86 animales fueron positivos a F.
hepatica, mientras que 82 resultaron positivos a M. bovis. Sin embargo en 53
animales se observo la presencia del huevo de F. hepatica (Cuadro 4).

De los 34 evaluados por IDCC, 31 (91.17%) resultaron positivos a la prueba
de ELISA a ambos agentes, para cada grupo se encontraron los siguientes
resultados 17/18 P (94.44%), 11/11 S (100%) y 3/3 N (100%) respectivamente

(Cuadro 5).

7.2 Fasciolosis.

7.2.1 Deteccion de huevos de F. hepatica por sedimentacion . Se llevo a

cabo la prueba en 122 bovinos, de ellos 79 fueron positivos (64.65%) a
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sedimentacion. De los 34 animales positivos a la IDC, en 20 (58.82%) se observo la
presencia de huevo de F. hepatica. Estos se distribuyeron de la siguiente forma,
basados en los resultados de la prueba IDCC: 9/19 P (47.36%), 10/11 S (90.90%) y

1/3 N (33.33%) respectivamente (Cuadro 3).

7.2.2 Prueba de IFN-y. Los 34 animales evaluados por IDCC se les realizo
la prueba de IFN-y en presencia del antigeno de SEFh. Se obtuvieron 10 positivos
totales a IFN-y, correspondiendo 5 al grupo de positivos y 5 al de sospechosos

(Cuadro 3).

7.2.3 Prueba de ELISA . Para establecer el punto de corte de F. hepatica,
se muestrearon 60 bovinos de un hato localizado en el CEPIPSA de la FMVZ-
UNAM en Topilejo, México D,F., bajo los antecedentes que son negativos a M.
bovis por la prueba intradérmica y a F. hepatica por la prueba
coproparasitoscopica. El valor del punto de corte fue de 0.45 DOggs.

La evaluacion de los 33 animales reactores, mediante la prueba de ELISA
indirecta mostré que 100% fue positivo a dicha prueba (Cuadro 3).

En el grupo de los positivos a la IDCC, el 89.47% presentaban anticuerpos
IgG hacia F. hepatica y también hacia M. bovis, mientras que para los grupos de
sospechosos y negativos el 100% presentaron anticuerpos hacia ambos agentes
etiol6gicos (Cuadro 5).

Para analizar la correlacion entre nimero de huevos y niveles de
anticuerpos se formaron tres grupos con valores de baja (0.013-0.0505), mediana

(0.645-0.799) y alta (0.803-1.150) densidad Optica. Se aplicé la prueba de
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Pearson y se obtuvo el valor de r=0.50, lo que indica una correlacion baja entre la

cantidad de huevos y niveles de anticuerpos.

7.3 Andlisis de Western blot de antigenos de SEFh y CFPE de M.
bovis. Las proteinas del CFPE y las proteinas de SEFh fueron separadas
mediante SDS-PAGE utilizando geles al 11%, bajo condiciones reductoras. El
CFPE de la sexta semana presenta una gran diversidad de proteinas
comprendidas entre el rango de 100 y 12 kDa. Se observaron 12 proteinas
principalmente con pesos moleculares de 70, 50, 46,45, 38, 34, 24, 23, 20, 18, 14
y 12 kDa como se muestra en la (Figura 2).

Para el analisis de Western blot se realizO una seleccion de sueros,
basados en los valores obtenidos en las pruebas de ELISA. Se seleccionaron tres
grupos: grupo 1 con DO de 0.107 — 0.449, grupo 2 las DO fueron 0.450 — 0.689 y
grupo 3 con DO 0.706 — 1.894. El analisis de los sueros de los animales
tuberculosos positivos a la prueba de tuberculina mostraron reconocimiento a
proteinas de 216, 132, 110, 85, 78, 72, 70, 50, 45, 32, 19 y 6 kDa, mientras que
para los sueros de animales negativos se observaron proteinas de 200, 132, 85,
78, 50, 47 y 22 kDa. Las proteinas del CFPE de M. bovis reconocidas con mayor
frecuencia fueron la de 216, 132 y 78 kDa correspondientes 33, 40 y 60%

respectivamente (Cuadro 6).

El antigeno de SEFh mostr6 también un patron complejo, observandose

componentes de 216, 200, 80, 78, 75, 72, 70, 65, 60, 55, 50, 26, 23, 22, 19,10y 6

kDa (Figura 3). Las proteinas de F. hepatica principalmente reconocidas por los

sueros positivos y sospechosos de bovinos fueron las de 216, 200 y 19 kDa con un

78, 70 y 70% respectivamente (Cuadro 7).

40



En el reconocimiento del antigeno de secrecidn/excrecion de F. hepatica
por sueros de reactores a la prueba IDC, se observaron con mayor frecuencia los
pesos de 216, 132, 78, 72, 50, 32 y 6 kDa (Figura 3).

El reconocimiento del antigeno de CFPE de M. bovis, se observaron las
proteinas de pesos moleculares de 216, 132 y 78 kDa (Figura 4).

En sueros de animales sospechosos la frecuencia en el reconocimiento de
antigeno de secrecion/excrecion de F. hepatica, fueron de 213, 200 y 19 kDa, por
otra parte los pesos de las proteinas reconocidas en mayor porcentaje fueron de
216, 26, 23, 22 y 19 kDa como se muestra en la (Figura 5).

Los sueros de animales diagnosticados como sospechosos se observaron
216, 200 y 19 kDa y para los negativos 216, 26, 23, 22 y 19 kDa (Figura 6).

La identificacion de las proteinas de antigenos de CFPE de M. bovis en
sueros de animales positivos: 216, 132 y 78, sospechosos: 50 y negativos:132,

78, 72,50, 32y 26 kDa (Figura 7).
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8. Discusion.

Por los resultados obtenidos se encontré que no existe dependencia entre
la presencia de F. hepatica y M. bovis semejante a lo descritos por Flynn et al.,
(2007). El reconocimiento de las proteinas de los antigenos de CFPE y SEFh se
observé reconocimiento muy tenue de una proteina de 216 kD del antigeno de
SEFh, con PM semejante a una proteina del CFPE de M. bovis de sueros de
animales positivos y negativos, mientras que las proteinas mas frecuentemente
reconocidas en el SEFh de animales positivos, sospechos y negativos a la prueba
IDCC, fueron las de peso molecular de 19 y 200 kDa las cuales son consideradas
relevantes en el diagndstico de F. hepatica (Sarimehmetoglu, 2002; Colmenares.,
et al 2007).

Los animales negativos a la prueba intradérmica, pero positivos a la
prueba de ELISA a M. bovis, presentaron una pobre respuesta celular, lo cual nos
indicaria que pueden ser animales anérgicos segun Plackett, (1991). El grupo de
Rhodes compararon la respuesta de IFN-y e IL-4 hacia M bovis con la respuesta
a helminto especifico, siendo los helmintos potentes inductores de IL-4, por lo que
se explicaria la poca respuesta de IFN-y hacia F. hepatica, a diferencia de lo que
se observa en la tuberculosis bovina Rhodes., et al (2000).

En la prueba de Western blot la proteina con peso molecular de 26 kDa fue
reconocida por 61% de los animales estudiados, Bossaer y colaboradores
observaron que la fraccién de 26 -30 kDa fue reconocida por animales infectados
a la 6 - 8 semana, mencionando que estaban en una etapa temprana de la
infeccion Bossaert et al., (2000). El presente trabajo el mayor porcentaje de
reconocimiento de proteinas del CFPE fue hacia componentes de 19, 200 y 216

kDa, sin embargo el equipo de Sarimehmentoglu menciona que el rango del peso
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molecular de las proteinas reconocidas fueron 17, 29 y 36 kDa (Sarimehmentoglu
(2002). También Fredes y colaboradores comentan que proteinas de bajo peso
molecular (29 kDa) muestran 94.5 y 93.5% de sensibilidad y especificidad
respectivamente Fredes., et al., (1997).

Aungue los polipéptidos con pesos de 25-30 kDa constituyen excelentes
candidatos para el diagndéstico de fasciolosis aguda, el equipo de Rivera
concluyeron que moléculas de 150 - 160 kDa son reconocidos en la fasciolosis
temprana Rivera et al., (1988). En nuestro estudio las proteinas de 6, 10, 19, 22,
23, 26, 200, y 216 fueron las que se reconocieron con mayor frecuencia difiriendo
un poco de lo encontrado por Colmenares y colaboradores quienes indican que
proteinas de pesos de 9, 14, 27, 65 y 75 kDa, fueron reconocidas con un alta
sensibilidad y especificidad de 90 al 100% Colmenares et al (2007).

Para M. bovis los proteinas reconocidas con mayor frecuencia fueron las
de 6, 72, 78, 132y 216, kDa, lo que concuerda en su mayoria con lo encontrado
por Cataldi et al., (1994).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se encontré que existe una
correlacion baja (r=0.50) con P<0.01 entre la cantidad de huevos con respecto a
las densidades Opticas de los sueros de los animales positivos a la prueba de
ELISA indirecta a F. hepatica, estas observaciones concuerdan con lo sefialado
por Cruz et al., (1999).

La presencia de huevo en las heces es considerado el diagnostico
definitivo, sin embargo la desventaja de este diagnostico es que solo después de
3 meses se hace evidente el huevo, ademas de tener que realizar una serie de

examenes en las heces por la dindmica de excrecion de los huevos. El
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inmunodiagndstico es también exitoso con la ayuda de estudios epidemiolégicos
de la presencia del parasito en animales y humanos.

Se encontraron proteinas desde 6 a 216 kDa en los sueros como lo
encontrado por (Arafa., et al., 1999) con bandas de pesos molecular de 14 - 200
kDa, pero no con las bandas que se presentaron con mayor frecuencia, siendo
tres bandas muy evidentes de 27.5, 32.5 y 55 kDa.

Es probable que los animales que fueron dados como negativos a la
prueba intradérmica cervical comparativa pero positivos a la ELISA hayan tenido
disminucién de la respuesta de hipersensibilidad retardada, como lo mencionan el
grupo de O’Neill y colaboradores que los antigenos de SEFh suprimen la reaccion

de hipersensibilidad retardada O’Neill., et al., (2000).



9. Conclusiones.

. La presencia de F. hepatica no incrementa los reactores en la prueba

diagnostica de la tuberculina.

. La prueba de ELISA indirecta para ambas enfermedades, no es indicativo

gue se encuentre el agente etiolégico en el huésped.
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Anexos

Pba IDC Pba IDCC
M. bovis M. bovis
124 34

Reactores 34(27.41 %)

Positivos 19(15.32 %)
Sospechosos 12(9.67 %)
Negativos 88(70.96 %) 3(2.41 %)

Cuadro 1. Resultados de la prueba intradérmica caudal: reactores, asi como la prueba
intradérmica cervical comparativa: positivos, sospechosos y negativos en bovinos de Acatlan,
Hidalgo, México.

Grupo Pba IDC Pba IDCC IFN-y ELISA
M. bovis + M. bovis +

Reactores 34/124

Positivos 19/34(55.88%) 17/19(89.47%) 17/18(94.44%)
Sospechosos 12/34(35.29%) 7/12(58.33%) 11/11(100%)
Negativos 3/34(8.82%) 2/ 3(66.66%) 3/3(100%)

Cuadro 2. Resultados de los bovinos reactores a la prueba IDC mediante las pruebas
diagnésticas: intradérmica cervical comparativa (IDCC), IFN-y y ELISA, en 34 bovinos de Acatlan,
Hidalgo, México. Los bovinos se clasificaron en positivos, sospechosos o negativos basados en
los resultados de la IDCC.
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Grupo Sedimentacion IFN-y ELISA

h/g F. hepatica + F. hepatica +
Positivos 9/19(47.36%) 5/19(26.31%) 19/19(100%)
Sospechosos 10/11(90.90%) 5/11(45.45%) 11/11(100%)
Negativos 1/3(33.33%) 0/3 3/3(100%)

Cuadro 3. Resultados de las pruebas diagnésticas para la determinacion de Fasciola hepatica: por
la prueba coproparasitoscopica empleando la técnica de sedimentacion, IFN-y y ELISA, en
bovinos reactores a la prueba IDC de Acatlan, Hidalgo, México. Los bovinos se clasificaron en

positivos, sospechosos o negativos basados en los resultados de la IDCC.

Prueba ID Sedimentacion ELISA F. hepatica ELISA M. bovis
Negativos Positivos | Negativos | Positivos | Negativos | Positivos | Negativos
46 + + +
32 v + +
6 + 4 (2%) (2%)
3 v + v
1 + + v

Cuadro 4. Resultados de las pruebas coproparasitoscépica mediante la técnica de sedimentacion,
ELISA F. hepatica y ELISA M. bovis en 88 bovinos negativos a la prueba IDC.
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Grupo ELISA +
M. bovis y F. hepatica.

Positivos 17/19 (89.47%)
Sospechosos  11/11 (100%)

Negativos 3/3 (100%)

Cuadro 5. Porcentaje de positivos a M. bovis y F. hepética por la prueba de ELISA. Basados en
los resultados de la IDCC los bovinos se clasificaron en positivos, sospechosos o negativos.
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Cuadro 6. Reconocimiento mediante Western blot de proteinas del CFPE de M. bovis por sueros con baja, mediana y alta Densidad Optica (DO) en la
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Cuadro 7. Reconocimiento mediante Western blot de proteinas del antigeno de secrecién/excrecion de Fasciola hepatica por sueros con baja, mediana y

alta Densidad Optica (DO) en la prueba de ELISA, diagnosticados como P=positivos. S=Sospechosos y N=negativos
+Débil reconocimiento, ++ Moderado reconocimiento y +++ Fuerte reconocimiento
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Figura 2. Electroforesis en geles de poliacrilamida PAGE SDS al 11%, con tincién de
Coomasie Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2 CFPE de la 62
semana de cultivo. Las proteinas que se evidenciaron fueron las de70, 50, 46,
45, 38, 34, 24, 23, 20, 18, 14,y 12 kDa.
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Figura 3. Western blot con tincion de plata. Reconocimiento de antigenos de F. hepatica por
sueros de bovinos sospechosos y negativos a la prueba intradérmica cervical
comparativa. Carril: 1=DO 0.449, 2=0.441, 3=0.347, 4=0.754, 5=0.497, 6=0.280,
7=0.473, 8=0.351, 9=0.471, 10=0.413, 11=0.480, 12=0.580, 13=0.395 y 14=0.302.
S=sospechoso y N= negativo.
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Figura 4. Western blot con tincién de plata. Reconocimiento de antigeno CFPE de M.bovis por
sueros de bovinos positivos y negativos a la prueba intradérmica cervical comparativa.
Carril: 1=DO 0.290, 2=0.311, 3=0.382, 4=0.646, 5=0.686, 6=0.486, 7=0.516, 8=0.540,
9=0.407, 10=0.436. P=positivo y N= negativo.
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Figura 5. Western blot. Frecuencia de reconocimiento de antigeno de secrecién/excrecion de[ ] F. hepatica y [EICFPE de M. bovis por sueros de bovinos
reactores a la prueba intradérmica caudal. Las proteinas con mayor frecuencia fueron 216, 132, 78, 72, 50, 32 y 6 para F. hepatica, mientras que

para M. bovis fueron de 216, 132 y 78 kDa.
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Figura 6. Western blot. Frecuencia de reconocimiento de antigenos secrecion/excrecion de F. hepatica por sueros de bovinos L] sospechosos y N
negativos a la prueba intradérmica cervical comparativa. Para los animales sospechosos los pesos de las proteinas con mayor frecuencia fueron
216, 200 y 19 kDa, mientras que en los negativos las proteinas que se observaron con mayor frecuencia: 216, 26, 23, 22 y 19 kDa.
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Figura 7. Western blot. Frecuencia de reconocimiento de antigenos de CFPE de M. bovis por sueros de bovinos [ positivos, [] sospechosos vyl
negativos a la prueba intradérmica cervical comparativa. En los animales positivos los pesos moleculares con mayor frecuencia: 216, 132 y 78, para
los sospechosos: 50, finalmente en los negativos 132, 78, 72, 50, 32 y 26 kDa.
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Abreviaturas

Fasciola hepatica.
Mycobacterium bovis.

Mycobacterium tuberculosis

Antigenos de Secrecion/Excrecion de F. hepatica.

Inmunoglobulina

Tuberculosis

Intradérmica caudal

Intradérmica cervical compartiva
Interferon gamma

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas
Microlitro

Células asesinas

Volts

Positivo

Sospechoso

Negativo

Extracto protéico de filtrado de cultivo de
M. bovis y M. avium.

Complejo Mayor de Histocompatibilidad |
Complejo Mayor de Histocompatibilidad Il
Albumina Sérica Bovina

Peroxidasa de Rabano

F. hepatica.
M. bovis.
M. tuberculosis.
SEFh

g

B

IDC

IDCC

IFN-y
ELISA

pl

NK

CFPE

MHC |
MHC I
BSA

HRP
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