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RESUMEN

La piedra angular en el control de la tuberculesi®l ganado es la identificacion certera y
eliminacion de los animales infectados cbtycobacterium bovis no obstante, las
limitaciones en la especificidad de la prueba dé&ukserculina resulta en una falla en la
diferenciacién entre animales infectados y animelgriestos a micobacterias ambientales.
Los antigenos ESAT-6 y CFP-10 son fuertemente m@das en ganado infectado con
tuberculosis bovina, y estas proteinas no induespuestas en el ganado no infectado, por
lo que su uso puede ser una alternativa al PPRsepruebas intradérmicas en el ganado y
otras especies.

El objetivo del presente estudio fue evaluar eépoial del coctel proteico ESAT-6+CFP-
10 administrado de forma intradérmica en ganadectatio naturalmente en hatos con
diferentes prevalencias de la infeccion.

Se evaluaron diferentes concentraciones del cpatético (5, 10 y 15 pug de cada proteina)
en 10 animales infectados naturalmenteMombovisy 10 animales no infectados, la lectura
de la reaccion se realiz6 cada 24 horas durantéagl das respuestas hacia el coctel
proteico alcanzaron su pico maximo a las 72 hdrasmejor respuesta intradérmica fue
obtenida con 10 pg de cada proteina. Posteriornestéeconcentracion del coctel proteico
fue evaluado en hatos con alta y baja prevaleneidadnfeccion, éste ultimo con co-
infeccion paratuberculosis. Nuestros datos muesfan el uso intradérmico del coctel
proteico en paralelo con la prueba de la tuberaytiermite la identificacion de animales
sospechosos a esta Ultima prueba y mejora la fidewton de animales infectados con
tuberculosis en hatos con co-infeccion con paratwibesis. De la misma forma, el céctel
proteico fue evaluado en hatos libres de tuber@ubmsvina. A diferencia del PPD, el céctel
proteico no induce reacciones intradérmicas en @esrsensibilizados a la exposicién por
micobacterias ambientales o infectados con paratulosis. Por lo que concluimos que el
coctel proteico ESAT-6+CFP-10 mejora la especifididde la prueba intradérmica sin
afectar la sensibilidad.

Palabras claveMycobacterium bovjEESAT-6, CFP-10 prueba de intradermorreaccion.
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ABSTRACT

The cornerstone of tuberculosis control in cattléhie accurate detection and removal of
animals infected byMycobacterium bovjshowever, the limitations in the specificity of
tuberculin testing result in a failure to differexté betweerM. bovisinfected animals and
animals exposed to non-pathogenic environmentalobgcterial species. The antigens
ESAT-6 and CFP-10 are strongly recognized in tuldesss infected cattle, and they do not
elicit a response in cattle without infection. REs, they are absent in most of
environmental mycobacterial species, so its usebeaan alternative to PPD tuberculin in
the development of more specific skin diagnostst i cattle and other species.

The aim of the current study was to assess thenpat®f an ESAT-6 and CFP-10 protein
cocktail in a skin-test format in naturally infedtecattle, with different tuberculosis
prevalences.

We tested at different dose concentration of tlueegn cocktail (5, 10 and 1jg for each
protein) in 10M. bovisinfected cattle and in 10 non-infected cattle.nSidsponses were
measure every 24 hours for 4 days. Skin respomstgtprotein cocktail peaked after 72
hours. The best skin response to the protein ciboktes obtained with 1Qug for each
protein. Subsequently this concentration was testéerds with high and low tuberculosis
prevalence the last with paratuberculosis co-imdactOur data show that the protein
cocktail in parallel with PPD tuberculin test allewhe identification of suspected animals
and improve the detection of tuberculosis infeatatlle in herds with paratuberculosis co-
infection. Also the protein cocktail was assessefté@e-tuberculosis herds. Unlike to PPD,
the protein cocktail did not elicit a response mtle without infection. For this we
conclude that the ESAT-6 and CFP-10 protein cocktgirove the specificity of the skin
test without affecting the sensitivity

Keywords:Mycobacterium bovjEESAT-6, CFP-10, skin test.



1. INTROD UCCION

La tuberculosis humana es la principal causa dermefdad y muerte en el mundo,
especialmente en Asia y Africa. Segin reportesad®rganizacion Mundial de la Salud
(WHO, por su sigla en inglés) en el 2006 hubo 9.2 médfode casos nuevos, y 1.7 muertes
por tuberculosis. Esta enfermedad es causada pteriza del complejdycobacterium
tuberculosis,en éste grupo se encuentWdycobacterium bovigM. bovis) el agente
causante de la tuberculosis bovina, el cual tienespectro de hospederos muy amplio,
dentro de los que se encuentran los primates,idackl humano, animales domeésticos y de
vida silvestre (1).

La tuberculosis bovina es una enfermedad transkaigilbronica, caracterizada por
la formacion de lesiones granulomatosas (2). Estaurea de las enfermedades mas
importantes en la industria pecuaria al ocasionaves pérdidas econdmicas, y representar
una barrera para la comercializacion del ganadasyssbproductos; ademas de constituir
una amenaza para la salud humana (3).

La prevalencia de tuberculosis en humanos causadaMp bovis muestra una
considerable variacion regional dependiendo dedagncia y extension de la enfermedad
en el ganado, la situacién economica, social ypleacion de medidas preventivas por lo
gue la informacion disponible es muy variable. Enagal, se considera que la incidencia
de la infeccién en humanos es mucho mayor en &ueales con hatos infectados (4). La
infeccion en los humanos puede ocurrir por inhalade aerosoles o a través del consumo
de leche no pasteurizada. Considerandose un r@sgeacional en veterinarios, granjeros
y trabajadores de rastros. La transmision entreopas es posible dependiendo del estatus
inmunoldégico del individuo (5-6).

La tuberculosis bovina sigue manifestandose com@roblema en el ganado a
pesar del establecimiento de programas de con&dhdenfermedad. Los factores mas
importantes son econdmicos, sociales y culturales gvitan que se lleven a cabo

eficientemente los programas de control, aunadasdimitaciones en la sensibilidad y



especificidad del derivado proteico purificadBPD, por sus sigla en inglés) vy la
incapacidad de detectar todos los animales infestanM. bovislo que contribuye
significativamente a la persistencia de la enfeade(l’). El| PPD actualmente utilizado
contiene una mezcla de proteinas pobremente defimdchas de las cuales se encuentran
presentes en micobacterias ambientales, por loequalgunos casos no permite una
diferenciacién entre animales infectados ddn bovis y animales sensibilizados por
micobacterias ambientales, lo que representa um geblema en lugares donde es comun
la co-infeccion comMycobacterium aviursubsp paratuberculosigMAP) (8).

Es por esto que se ha propuesto el uso de prué#basativas o complementarias
para confirmar o negar los resultados de la pruabradérmica, como la prueba de
interferon gamma (IFNJ; sin embargo, debido a su alto costo, comparaddacprueba de
la tuberculina, y la necesidad de personal y eqgegpecializado es dificil su aplicabilidad
9).

Estudiosin vitro han demostrado que los antigenos micobacteriaS#sT 6 y
CFP-10 dan mejores resultados que el PPD al utdzan una prueba de deteccién de
IFN-y en bovinos infectados y libres de la enfermedatb<¥resultados indican que el uso
del céctel proteico incrementa la especificidadadprueba sin afectar su sensibilidad, por
lo que su uso podria ser de gran valor en las peudlagnosticas de rutina en el ganado
(10). El uso de estos antigenos permite difererenémales infectados pdvl. bovis o
sensibilizados por la exposicibn a micobacteriabiantales, asi como entre animales
infectados poM. aviumsubsp paratuberculosisAdemas la vacunacion coh bovisBCG
no induce una respuesta hacia estos antigenose&iemndo de esta forma la vacunacion en
el ganado (11).

Diversas proteinas como MPT64, MPB59, MPB70, MPBBSAT-6 y CFP-10,
han sido probadas principalmente en ratones y osbggra su uso potencial como
reactivos profilacticos y de diagnostico (12-14plagnente el antigeno ESAT-6 ha sido
probado intradérmicamente en ganado bovino denmokirsgque es posible generar
respuestas dérmicas con éste antigeno altamenfegulo; sin embargo, se requieren
grandes cantidades de proteina y un mayor tiempo nealizar la lectura de la reaccion

intradérmica (5 dias, en lugar de 3) (15). Esteltado se puede deber a que un solo



antigeno contiene menos epitopes para reclutaitial de inoculacion el numero de
linfocitos T necesarios para obtener una respuestdible en las pruebas intradérmicas,
ademas de que el reconocimiento de antigenos esampla y variable entre individuos
(16). Estos resultados sugieren el uso de multgidigienos en forma de un céctel proteico
para ser utilizado en el diagndstico de la tubesislbovina.

El propdsito de este trabajo fue determinar ladatil del coctel proteico formado
por las proteinas ESAT-6 y CFP-10 en el diagndsticavo de la tuberculosis bovina en

animales naturalmente expuestdd.abovis



2. REVISION DE LITERATU RA

2.1. Agente etiolégico

El complejoM. tuberculosisconsiste de siete especies y subespecies queenclu
M. tuberculosis, M. canettii, M. africanum, M. baviM. microti, M, pinnipeddii y M.
caprae Los cuales se caracterizan por tener el 99.9%eatgidad a nivel de nucleétidos y
una secuencia idéntica de RNAr 16S (17).

M. bovis es un bacilo acido alcohol resistente, alargagl@proximadamente 1-
4um, de lento crecimiento (intervalo generacionalléea 20 horas), aerobio y de vida
intracelular (2).

La teoria tradicional del origen de la tubercidosnenciona que es una
antropozoonosis; se sugeria gMe tuberculosishabia surgido dévl. bovis durante la
domesticacion del ganado hace unos 10-15,000 giiogimadamente cuando el bacilo de
la tuberculosis bovina se pudo haber transmitidola goblacion humana (18). Sin
embargo, los analisis gendmicos indican un esaewidierente. La pérdida de genes en el
genoma deM. bovis sugiere queM. canetties el antecesor comun de las especies del
complejoM. tuberculosis)as perdidas sucesivas de regiones de DNA, empezawrdia
pérdida de la region RD9 origind M. africanum M. microti y M. bovis Las cepas
modernas déV. tuberculosisse originaron del antecesor comudn por la pérdaldatus
TbD1 (Figura 2-1) (19).



Antecesor comiin

ARD9
ARD7,8,10
ARD12,13
ATbD1
APID1,2 ARD1M< | ARD4
M. tuberculosis M. africanum M. africanum M. pinnipedii M. microti M. caprae M. bovis
Humano Focas Roedores Cabras Bovinos

Figura 2-1. Escenario evolutivo del compl®&jotuberculosisLa identificacion de distintas deleciones en el
genoma funciona como un marcador Unico para caua(@®mado y modificado de Hewinset al.,2006)
(29).

2.2.Patogenia de la Infeccidn

La infeccion en el bovinpuede ser adquirida por diferentes vigi® embargo, la
edad, comportamiento de los animales, el medio emdiy las practicas en las
explotaciones tienen una influencia significatival@ forma en que la bacteria se pone en
contacto con su hospedero (20). La ruta princigainfeccion es la via respiratoria por lo
que la distribucion de las lesiones y la patolegimbserva predominantemente en el tracto

respiratorio, y en los linfonodos asociados (21).

La transmision de la enfermedad dentro del hatemtdp de una serie de factores
asociado a las condiciones ambientales que enfrentdacteria, la resistencia o
susceptibilidad del hospedero y la virulencia dedeteria. Ambientes hiumedos, templados
y protegidos de los rayos solares benefician laesdlencia de la bacteria por largos
periodos de tiempo conservando su capacidad iofc(l). Estudios en bovinos

infectados experimentalmente muestran que es poditectar de forma intermitente al



bacilo en el exudado nasal después del establettonike la infeccion. El inicio y duracion
del periodo de excrecion depende de la dosis arfeet No obstante, los bacilos también
son eliminados por heces, orina y leche. (20, 22).

Una vez que el bacilo ha ingresado a las viasregepias bajas es fagocitado por
los macréfagos alveolares, estos pasan a travismed de los bronquiolos, entran a la
circulacion, y son llevados a los linfonodos, dosdbsecuentemente interactian con las
células ahi almacenadas (23). Diversos estudios denostrado queM. bovis ha
desarrollado diversas estrategias para aseguransada dentro de los macrofagos,
engafar y evadir la respuesta inmune durante yudssgde su entrada al fagocito, y
modular la funcion efectora de la respuesta innmoghdar (2, 24). Esta interaccion induce
una respuesta pro-inflamatoria localizada, condwtiea la produccion de quimiocinas y
citocinas que amplifican el reclutamiento celulando lugar a una masa celular conocida
como granuloma (25). Esta estructura estd compuyast un centro de macréfagos
infectados rodeados por células gigantes vacudlaaaacroéfagos espumosos, la capa mas
externa de la estructura es delineada por lirdecy puede estar rodeada de colagena y
otros componentes de matriz celular (26).

En un estudio de bovinos infectados experimentatieméas lesiones microscopicas
pudieron ser observadas 7 dias post-infecciongmibargo, las lesiones mas grandes no
pudieron ser observadas hasta los 14 dias postiafe(27). Si los mecanismos de defensa
del individuo se encuentran en condiciones ades,diddtan al minimo el desarrollo de la
bacteria dentro del granuloma, pero estas puedenapecer viables durante toda la vida
del individuo. Por lo que si el estatus inmunolégiel hospedero se debilita, el granuloma
se convierte en la fuente para la diseminacio@rsist de las bacterias (26).

Pollock, et al (23) refieren que una vez que el bovino se haiestp aM. bovis
existen cuatro posibles escenarios, que son néexesamsiderar en el diagnéstico de la

enfermedad (Figura 2-2):



1) El bovino tiene la capacidad de resistir el desdBda exposicion a través de su
respuesta inmune innata por lo que estos animaledep resultar negativos a las
pruebas diagnosticas y permanecer libres de ladidfe.

2) El bovino a pesar de resistir el desafio desar@labios patologicos que pueden
ser evidentes en la inspeccion post-mortem y ptasespuestas positivas a las
pruebas diagnosticas.

3) El bovino después de la exposicionMa bovis es infectado y desarrolla la
enfermedad, puede presentar respuestas positilas @uebas diagnosticas; sin
embargo, conforme la enfermedad progresa pueds lleger anérgico.

4) EIl bovino después de la exposicion e infeccion mela una respuesta inmune
eficaz, los cambios patologicos pueden ser menps|o que en la inspeccion
post-mortem puede no haber evidencia de la infacdd6 estos animales se les

conoce como reactores sin lesiones evidentesiasgdaccion post- mortem.
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Figura 2-2. Diagrama que muestra los posibles tatos después de la exposicion del ganatb bovis.
(PM: Inspeccién post-mortem; PT: prueba de la tidara) (Tomado y modificado de Polload, al.,2002)
(23).



2.3. Interaccion de M. bovis con el sistema inmune dedspedero

El papel del macréfago en la tuberculosis es uign@tica dicotomia. Por un lado
es el célula huésped de la micobacteria; y potre| es la célula efectora para el control y
destruccion de dicho patogeno (28). Esta céluleapaz de inhibir el desarrollo del bacilo
mediante la fagocitosis y de participar ampliaraest la inmunidad celular, en el proceso
de presentacion de antigeno y el reclutamientinétecltos T (29).

El reconocimiento de la micobacteria por el magofauede llevarse a cabo por
diversos receptores, como los receptores paracEeptores de complemento CR1, CR3,
CR4, receptores de manosa, receptoseavengery otras moléculas receptoras de
superficie celular (30).

Después del reconocimiento de la micobacteriasagarélulas fagociticas se lleva a
cabo la activacion celular y la produccion de ditas y quimiocinas pro-inflamatorias,
como IL-2, IFNy, IL-12, IL-18, TNFe, RANTES, MCP-1, MIP-4 e IL-18. De la misma
forma se producen citocinas anti-inflamatorias4]Ut-5, IL-6, IL-10, IL-13 y TGFp, que

en conjunto coordinan la respuesta inflamatoriguf 2-3) (31).
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Figura 2-3. Interaccién d®l. bovis con el sistema inmune del hospedero. Después defdecion los
macrofagos se activan y secretan citocinas y quimas, para atraer al sitio de infecciébn macréfagos
linfocitos T, células NK, los cuales producen IFNf junto con otras citocinas activa a los magofay asi
controlan la infeccion. (Tomado y modificado de iBggton, et al. 2007) (31).



La respuesta inmunologica especifica h&didbovisse inicia con la participacion
de los linfocitos T ¢/p CD4+ y CD8+ yv/6) siendo el principal efector el linfocito T
CD4+, involucrado en el reconocimiento de antigenasson procesados en el fagosoma y
presentados como pequefios fragmentos peptidicdadasaca moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) Il en la supesdicelular de las células presentadoras
de antigenos. Por otra parte, los linfocitos T CD8eonocen antigenos que han sido
procesados en el citosol y que son presentadasqéculas MCH 1 (32).

La respuesta inmune celular es tanto el mecanisendedensa y la causa de la
formacion de granulomas observados en las infeesiggorM. bovis (7). Ademas, la
respuesta inmune celular predominante cambia hacé respuesta inmune humoral
conforme la enfermedad progresa, provocando umfend conocido como anergia, en el
cual los animales no reaccionan a las pruebas d@htigas actualmente usadas,

representando un riesgo de infeccion para los ammosales (Figura 2-4) (33).

Respuesta Celular Respuesta Humoral

Respuesta Inmune

\ Inc

Tiempo

v

Figura 2-4. Representacion del espectro de la estspunmune del bovino después de la infeccioniMpor
bovis. Inicialmente se desarrolla una respuesta inmundacela cual cambia hacia una respuesta humoral
conforme la enfermedad progresa y aumenta la dzagegeriana, en estados avanzados de la enfermedad s
puede desarrollar un estado de anergia (Tomadaddjficexlo de Pollocket al 2002) (23).



2.4.Importancia de la tuberculosis bovina en la saludilplica y situacion
actual

Como se mencion6 anteriormede bovises el agente etioldgico de la tuberculosis
en animales domésticos, también es una de laseBiesplel complej. tuberculosiqque
causa enfermedad en humanos. Histéricamente, Eccidh por M. bovis ha sido
relacionada a tuberculosis extra-pulmonar en nidebido al consumo de leche no
pasteurizada, después de la introduccion de l&yr@sdcion la incidencia por esta via de
infeccion ha disminuido. Sin embargo, la infeccipar via aérea es frecuente entre
personas que tienen un contacto cercano con gamadtado (34).

La incidencia real de la infeccion plr. bovisen humanos es desconocida y quiza
subestimada ya que generalmente no se hace uicidistentre especies del aislado
obtenido (3). En América Latina, la mayoria de &sudios han sido realizados en
Argentina describiendo incidencias del 0.7% al 6&2%egiones lecheras (35). En México
existe poca informacion al respecto, en un estuelidizado en pacientes con problemas
respiratorios cronicos, 3 de 19 aislamientos odtencorrespondieronM. bovis(36). Sin
embargo, un analisis retrospectivo realizado en Zago, California reveld que de los
afios 2001 a 2005 el 8% de los casos de tubercgl®siebio M. bovis de estos el 60% se
presento en personas de origen mexicano (37).

El control de la tuberculosis pt. bovisen el humano se basa en el control de la
enfermedad en los animales, es por eso que searaala intensiva campafa para su
erradicacion y evitar las pérdidas econdmicas adasiy las restricciones a la movilizaciéon
de animales. Gracias a esto, actualmente 11 estmdgsais se encuentran en etapa de
erradicacion con una prevalencia menor al 0.5%.

Para efectos de exportacion de ganado en pie erf2a@epento de Agricultura de los
Estados Unidos de América, ha reconocido 24 regialee baja prevalencia, 14 de las
cuales con una prevalencia menor al 0.1% puedeort@xpcon una sola prueba de
tuberculina al lote, 9 regiones con una prevalenogor al 0.5% pueden exportar con

prueba de lote y prueba de hato de origen y unerregue no requiere pruebas de
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tuberculina para exportar ganado castrado a losadBst Unidos ya que tiene una

prevalencia menor al 0.01% (38).

2.5.Diagnostico de la tuberculosis bovina

La identificacion y eliminacién temprana de losmaalies enfermos es la base de los
programas de erradicacion de tuberculosis alred#glanundo. La infeccion se diagnostica
por lo general en el animal vivo mediante reacgode hipersensibilidad retardada.
Habitualmente la infeccion es subclinica, raramesgeobserva evidencia clinica de la
enfermedad en el ganado (39).

La tuberculinizacion es la pruetante-mortemautorizada por la Organizacion
Mundial en Sanidad Animal (40); sin embargo, eftJtadn Europea, Estados Unidos y
Australia se ha aprobado el uso de la prueba deylHM primera prueba detecta la
reaccion de hipersensibilidad tardia a la inyecéiradérmica del PPD, mientras que la
segunda prueba, detecta la liberacion de {FNR cultivos con sangre completa
estimulados con PPD usando una prueba de ELISAL(42). Tras el sacrificio, se realiza
un examen post-mortem para buscar lesiones sugestituberculosis bovina, las cuéles se
analizan por técnicas histopatoldgicas y bactegios. También se pueden utilizar
técnicas con sondas de ADN vy la reaccion en cadea polimerasa (PCR). Sin embargo,
el cultivo bacteriano tradicional continta siendlonétodo rutinario de confirmacion de la

infeccion.

2.5.1.Evaluacién de la respuesta inmune celular

2.5.1.1. Prueba de hipersensibilidad retardada

Esta prueba se fundamenta en la aplicacion intm@dér de la tuberculina que fue
descubierta por Roberto Koch en 1890 (43), el ohgets identificar la presencia de los
linfocitos T del huésped que han sido expuestosstgnesensibilizados a antigenos
especificos deM. bovis (44), esta reaccion es actualmente definida coma u

hipersensibilidad de tipo retardado (45).
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Koch desarroll6 la tuberculina para ser utilizadao una vacuna terapéutica en
humanos; sin embargo, pronto advirti6 sus propiesladiagnésticas, ya que al ser
inyectadas en personas infectadas, estas dedaarolfeebre, escalofrios y vomito, signos
no observados en personas no infectadas. Estagpfuebadoptada para su uso en el
ganado cuando se descubrié que los animales déstaarouna respuesta térmica después
de inyecciones subcutaneas con 0.2 a 0.5 ml declb& (42, 46-48). En 1908 Moussu y
Mantoux modificaron la forma de aplicar la tubdirta, de una forma subcutdnea a
intradérmica, siendo los primeros en describirsuen el ganado en el pliegue caudal (49).
La prueba comparativa usando el PPD aviar fue dotrinla hasta 1942, y en 1975 se
sustituyd la tuberculina humana por la tubercuboaina después de demostrar que esta
tenia una potencia mayor y era mas especifica (47).

La prueba de la tuberculina consiste en la inyecairadérmica del PPD bovino
en la tabla del cuello y la subsecuente medicitla d&lamacion en el sitio de inoculacion
72 horas después. Esto se puede llevar a calmant solo PPD bovino, o en una prueba
comparativa, empleando PPD bovino y el PPD aviaiVExico la prueba simple se realiza
en el pliegue caudal de la cola (50). La elecciénlad prueba a utilizar depende de la
prevalencia de la infeccion pdvl. bovisy el nivel de exposicion ambiental a otros
micobacterias sensibilizadoras (40). La sensildligaespecificidad de las pruebas es
variable, pero se considera que la prueba ceregatas sensible que la prueba caudal (47,
51). Aunque el uso de varias técnicas, diferentessdy preparaciones hace dificil una
comparacion, algunos autores han analizado lalskdad y especificidad de las pruebas
(Cuadro 2-1) (42, 47, 51-53).

Cuadro 2-1. Sensibilidad y especificidad de lasepas intradérmicas realizadas en el
ganado bovin@Tomado y modificado de Schiller, et al., 2q%G).

Prueba de la tuberculina Sensibilidad % Especificidad %
Caudal 68-96.8 96-98.8
Cervical Simple 80-91 75.5-96.8
Cervical Doble comparativa 55.5-93.5 88.8-100
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Los resultados de estas pruebas pueden ser intidesc por la etapa de la
enfermedad, la presencia de otros organismos quequen reacciones cruzadas y por
factores propios del bovino, como la inmunosupresiarante el periodo post-parto, un
estado de estrés por transporte, infecciones sigle depriman al sistema inmune, etc.
(42).

La reaccion de hipersensibilidad hacia el PPD wusemale se desarrolla 3-6
semanas después de la infeccion bbnbovis se cree que hay una correlacion positiva
entre el tamafio de la respuesta intradérmica xtension de la patologia, lo que podria
aumentar la probabilidad de hallar lesiones etraan animales con fuerte reacciones
intradérmicas (54). Aunque un animal que se enceleert un estado avanzado de la
enfermedad puede desarrollar pobres reaccioneslérmicas y presentar varias lesiones.

La administracion del PPD induce una supresion teatpde la respuesta
intradérmica hacia los antigenos micobacterianespyede confundir la interpretacion de
las subsecuentes pruebas (55). Dicha supresioresenpa desde el dia 3 al 60 después de
la inoculacion, los mecanismos responsables deeéstéo no han sido esclarecidos pero
este fendmeno limita la versatilidad de las pruebaadérmicas y es una advertencia de
los efectos de la administracion del antigeno extepimres pruebda vitro (56).

La gran desventaja del PPD actualmente utilizadguesmuchos de los antigenos
son encontrados en especies micobacterianas aalbgrib que ocasiona problemas con la
especificidad de la prueba. Por esta razon sedoel uso del PPD aviar en la prueba
doble comparativa. A pesar de que esta pruebaitgmstina buena sefial de exposicidon a
micobacterias no siempre es posible discriminareeglitganado con tuberculosis y ganado
expuesto a micobacterias ambientales, lo que remi@esun serio problema en lugares
donde es comun la co-infeccion cieh aviumsubsp.paratuberculosisya que en algunos

animales, la respuesta hacia el PPD aviar puedgusdro mayor que hacia el PPD bovino

(8).
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2.5.1.2. Prueba de interferon gamma (IFN»

Debido a lavariabilidad en la sensibilidad y especificidad ldeprueba de la
tuberculina se ha propuesto la utilizacion de pasedternativas o complementarias, una de
ella es la prueba de IFNgue fue desarrollada en Australia (41) y es coiakzada bajo el
nombre de Bovigam® (Prionics, Switzerland), esteeknplea como antigenos al PPD
bovino y aviar, se puede utilizar en borregos, @sbbufalos y teéricamente en cualquier
especie de la familiBovidae

Esta prueba presenta una sensibilidad y espekificsuperior a la prueba de la
tuberculina (87.7% y 99.2%, respectivamente) (88gmas, el uso de ambas pruebas en
paralelo mejora sustancialmente la sensibilidad2(®} (7, 42). Tiene la ventaja que el
criterio para definir a un animal como positivo geeser ajustado para mejorar la
sensibilidad o especificidad de la prueba. Peraresabdo, detecta a una importante
proporcion de animales que escapan a la detecaddnlac prueba intradérmica porque
permite la identificacion temprana de animalesdtaéos desde los 14 dias (57). Esta
prueba ha sido evaluada en muchos paises, apojyandea que puede ser considerada
como una prueba diagndstica complementaria a kbgprde la tuberculina. Sin embargo,
debido a su alto costo, comparado con la prueb#a deberculina, la necesidad de
personal y equipo especializado, y a las limitaesoiogisticas es dificil su aplicabilidad.

Es bien conocido que después de la inyeccion étnaida del PPD se induce una
supresion temporal de las respuestas de hiperdigfesibretardada hacia los antigenos
micobacterianos (58); sin embargo, el efecto stabpeueba de IFN-no es muy claro. Los
primeros reportes indican un aumento gradual sl&dtores de densidad éptica (OD) en la
prueba de IFN-entre el dia 7 y 59 después de la prueba cauflpl §6nque este efecto
puede variar dependiendo del formato de la pruetradérmica empleado, y si el estudio
fue realizado en animales infectados naturalmemteperimentalmente (7, 42, 53, 60).

Después de la prueba caudal en animales sendilodizzon una preparacion e
bovisANS5 inactivada se observé un aumento en las regggibacia el IFN-en un periodo
de 3 a 28 dias (61). Por otro lado, en animalexiatios experimentalmente este aumento

se observo entre 3 a 7 dias después, pero estvamefecto sobre la respuesta diferencial
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a la tuberculina, por lo que no hay una interfei@ion la interpretacion final de la prueba
de IFNy (56). Sin embargo, en animales infectados natamatenel incremento en la
respuesta hacia el PPD bovino se observé 3 digsiéesle la prueba caudal, y no hacia el
PPD aviar como lo anteriormente reportado (55).

Respecto a la prueba cervical comparativa, losdextuen animales infectados
naturalmente indican que este formato de la primbadérmica no aumenta o disminuye
significativamente las respuestas hacia el PPDagprueba de IFN-(55, 58, 62). En
animales infectados experimentalmente los resudtada contradictorios, por una parte se
menciona que hay una disminucién en la producciFtl«y 3 dias después de la prueba
cervical comparativa (63) ; y por otro lado, se oi@ma un aumento en la produccion de
IFN-y 7 dias después de la prueba (64).

Lo anterior demuestra que los resultados obtenidosanimales infectados
experimentalmente no siempre pueden validarse fenciones naturales, por lo que hay
gue tener cuidado al extrapolar la informacion.ilgetet al. (53) después de analizar estos
estudios concluyen que de acuerdo a los resgltatitenidos en animales infectados
naturalmente, no hay evidencia de que la pruebace¢éicomparativa induzca un aumento
o disminucion en la produccion de IRNacia el PPD bovino o aviar, a diferencia de la
prueba caudal la cual puede inducir un aumentardduccion de IFN-hacia el PPD

bovino 3 dias después de la prueba (Figura 2-5).
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Figura 2-5. Influencia de la prueba cervical corapaa y la prueba caudal en la prueba de JF animales
infectados naturalmente cdh bovis Las respuestas fueron medidas antes, 3 y 10ld&miés de la prueba
intradérmica. Se muestran las medias de las rssgsubacia el PPD (PPD-B menos PPD-A + SEM) en
bovinos que se les aplico la prueba caudal (n48)psueba cervical comparativa (n=15) representadoso
circulos blancos, o negros, respectivamente. (*P.85) (PC: Prueba caudal; PCC: Prueba cervical
comparativa) (Tomado y modificado de Cpatlal 2010) (55).

La prueba de IFN-se usa en paralelo con la prueba intradérmicakobjetivo de
identificar a una mayor proporcion de animalesdt#dos que escapan a la identificacion
con la prueba intradérmica y que pueden permanamtezl hato siendo una fuente de
infeccion para otros animales. De la misma fornta peueba se utiliza en algunos paises
como una alternativa a la prueba cervical compargiara esclarecer el resultado de los
animales reactores a la prueba caudal. No obstdmtesxposicion a micobacterias
ambientales compromete la especificad de ambabgsyug tienen la desventaja de que no
pueden detectar animales infectados en un estadtemlesion de la respuesta inmune

celular.

2.5.2.Evaluacién de la respuesta inmune humoral

2.5.2.1. Prueba de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA)
Debido al espectro de la respuesta inmune en kxdulmsis bovina (Figura 2-4),

los animales anérgicos que no son identificadosl@®métodos diagndsticos que evalian

la respuesta celular tienen una mayor probabilided presentar una enfermedad
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generalizada y ser altamente infectivos, aunqueaigréa proporcion de estos animales
pueden ser detectados por ensayos seroldgicosiodetincipalmente al desarrollo tardio e
irregular de la respuesta inmune humoral duran¢@fermedad (65).

A pesar de la baja sensibilidad de las pruebasdggras, se ha observado un efecto
anamneésico en el titulo de anticuerpos despuésdepueba intradérmica, el cual esta
correlacionado con una mayor severidad de la eeféach (66). Esto tiene relevancia en
situaciones de prevalencia media o alta, en domdeir® primera etapa se podrian
seleccionar y eliminar los animales con enfermeaaahzada o anérgicos, que son la
principal fuente de infeccién en el hato, y quedametener cantidades detectables de
anticuerpos circulantes; y pueden no manifestaciéa a las pruebas de tipo celular.

Para la prueba de ELISA se han utilizado diferermteSgenos como el PPD,
proteinas de secrecion (filtrado de cultivo), @sha antigenos purificados, ya sean nativos
0 recombinantes (33, 41, 67-69). El uso de antige®vo-dominantes como MPB70 y
MPB83 han mejorado la especificidad de la pruebey po la sensibilidad (67, 70-71). No
obstante, ha habido varios avances en el desamlellouevas técnicas, principalmente
basadas en el uso de cocteles proteicos; algunefladeson: MAPIA (por su sigla en
inglés multi-antigen print immunoassgyel cual es una herramienta muy eficiente para la
deteccion de anticuerpos a gran escala, asi comeol@aaracterizacion de la respuesta
serolégica en el ganado y otras especies infectadadM. bovis (72), fluorescencia
polarizada (73), inmunoensayo de quimioluminis@nen placas de 96 pozos (74), 0 en
plataforma (75) que permiten la deteccion de aatmos 2 semanas después de la infeccion
(76).

Las pruebas serologicas pueden detectar anticuerposa M. bovis aunque
relativamente baratas y simples de realizar, acterdle no son una alternativa a las pruebas
establecidas para evaluar la respuesta inmuneacelih embargo, pueden ser auxiliares

para identificar infecciones cronicas.
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2.5.3.ldentificacién del agente

2.5.3.1. Inspeccion sanitaria e histopatologia

En areas endémicas o de alta prevalencia se puw=lzar un diagndstico
presuntivo de la enfermedad después de enconsgrdedmnes sugestivas de tuberculosis
bovina durante la necropsia; sin embargo, en @eosja prevalencia es necesario realizar
una inspeccion detallada, junto con la colecciétefidos para su andlisis histopatoldgico y
aislamiento bacteriano.

La busqueda de las lesiones idealmente deberizamsal en todos los tejidos
listados en el Cuadro 2-2 ya que la distribuciodagelesiones es muy amplia, y en zonas

de baja prevalencia el 66% de los animales puestet tina sola lesion (77).

Cuadro 2-2. Distribucion de los granulomas deteotaan los bovinos infectados con
tuberculosis bovin&romado y modificado de Corner, et al. 19607).

Tejido % de lesiones detectadas
Linfonodos retrofaringeos 294
Linfonodos mediastinales 28.2
Linfonodos bronquial 18
Pulmén 9.8
Linfonodos mesentéricos 2.9
Linfonodos parotideos 2.4
Linfonodos cervicales profundos 2.4
Linfonodos inguinales superficiales 1.2

Esto puede ser una de las causas de encontrarlesireactores a la prueba de la
tuberculina sin lesiones visibles, o quiza el ahinest4 en una etapa temprana de la
infeccion y las lesiones son muy pequefias paralssarvadas a simple vista. Ademas se

debe considerar que la sensibilidad de la técreaaedropsia depende del tiempo y cuidado
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de la persona que realiza la inspeccion, la cuadi@ser del 28.5% como es indicada en un
estudio realizado en los Estados Unidos (78-79).

La presencia de bacterias acido alcohol resistenpeede demostrarse
microscopicamente en frotis directos de muestrésicas y en materiales tisulares
preparados. La resistencia al acido hidroclériemelt se puede demostrar con la tincion
clasica de Ziehl-Neelsen, aunque también puedé&arSk la tincion fluorescente de
auramina-rodamina (80). El diagndstico preliminarpmiede hacer si el tejido muestra
lesiones histologicas sugestivas, un centro fornpemtonacrofagos infectados rodeados de
células gigantes vacudladas o macréfagos espumosdsifocitos delinean la periferia de
la estructura, la cual puede estar rodeada de exday otros componentes de la matriz

extracelular (26).

2.5.3.2. Aislamiento bacteriano

La prueba definitiva para confirmar la infecciorr . bovises su aislamiento y
tipificacion; sin embargo, hay varios factores iuftuyen en el éxito del mismo, como la
conservacion del tejido, el procedimiento de detssoimacion, el medio de cultivo y las
condiciones de incubacion.

Para preservar los tejidos y evitar su contamimas# utiliza borato de sodio; sin
embargo, el tejido no debe permanecer mas de l8nsenen esta solucion y de preferencia
deber ser mantenido a 6°C, ya que a mayor tiempaalilidad de las micobacterias
disminuye (50, 78). El proceso de descontaminagé&meralmente se hace con un &cido o
un alcali, el reactivo ideal debe mostrar una méntoxicidad haciaM. bovispero maxima
hacia otros organismos contaminantes; sin embaigdescontaminante tradicionalmente
usado, el hidroxido de sodio al 2% tiene el mayweelrde toxicidad comparado con otros
reactivos como el acido oxalico, o el cloruro dexddecilpiridinio, lo que puede afectar el
aislamiento de la micobacteria (81).

Las micobacterias requieren medios enriquecidoa pegcer, los medios usados
tradicionalmente son: Stonebrink y Lowenstein-Jendes cuales contienen verde de

malaquita al 2% para inhibir el crecimiento destmicroorganismos, para diferenciar los
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medios, al medio Stonebrink también se le agregdatwvioleta (82). Ambos medios de
cultivo tienen la misma composicion, a excepcioa glglicerol es reemplazado por 0.5%
de piruvato de sodio en el medio Stonebrink (88 @ermite realizar una diferenciacion
entre M. tuberculosisy M. bovis ya que este Ultimo es incapaz de usar el glicoio
fuente de carbono, debido a la falta de una pioukatasa funcionalpor lo queM. bovis
generalmente no crece en medio Lowenstein-Jensesalamente contiene glicerol como
fuente de carbono. Los medios Middlebrook 7H10 é1T¥Hnuestran una tasa de
crecimiento mas rapida, de 28 dias, a difereneibosl 36 dias con medio Stonebrink; sin
embargo, estos medios son mas caros y suscepdibtzecimiento de microorganismos
contaminantes (78). El intervalo generacionaMddovises de 16-20 horas, por lo que los
cultivos se deben incubar durante 8 semanas a&7Uda atmosfera con 5% de £0O

En la dltima década ha habido un gran avance dasarrollo de otros métodos de
cultivo, el sistema BACTEC 460 fue el primer siséensemi-automatico en ser
comercializado, posteriormente se desarrollo utersis totalmente automéatico BACTEC
MGIT960, estos sistemas tienen una mayor senskilique los medios soélidos y un
periodo de deteccion de cultivos positivos masoodr-15 dias) y son una alternativa para
el aislamiento d&l. bovis;pero, estos metodos requieren el empleo de lecjosestemas
de incubacién especializados, lo que eleva su ¢86tB4-85).

Una vez que el aislado ha sido obtenido, se puetiBpar varias técnicas para
confirmar la identidad del aislamiento basadasasemarfologia de la colonia y en pruebas

bioquimicas, las cuales pueden tomar hasta 4 sesrean@ompletarse (Cuadro 2-3).
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Cuadro 2-3. Caracteristicas bioquimicas de algunaspecies del complejo M.
tuberculosigTomado y modificado de Barrera, 20(80).

Prueba M. tuberculosis M. bovis M. bovis M. africanum M. microti
BGC

Morfologia rugosa rugosa rugosa rugosa lisa
Piruvato como - + + - -
fuente de carbono
Pirazinamidasa + - - + +
Niacina + - - +/- +
Nitrato + - - +/- -
Ureasa +/- - + +/- +/-
Susceptibilidad a R S S S S
TCH

R= Resistente, S= Susceptible, TCH= Tiofeno-2-tidiadel 4cido carboxilico

2.5.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Actualmente la reaccion en cadena de la polime@2R) empieza a ser
introducida en algunos laboratorios con el objetil facilitar la identificacion de las
micobacterias y otros microorganismos. Hay varimsgeolos publicados para la deteccion
por PCR de micobacterias; no obstante, parece Imer ltansenso en cuanto a la extraccion
de ADN y al método de amplificacion. Se han utdiaavarios iniciadores, los mas
comunes incluyen secuencias que amplifican el ARS8, la region intergénica del ARNr
16S-23S, las secuencias de inserci®ill®) 1S1801 los genehsp65, rpoB, recA, dnal,
sodA los genes que codifican para las proteina32deDay mpb70 (86-89)de la misma
forma, se han desarrollado algunos sistemas queitpar una diferenciacion entid.
tuberculosisy M. boviscomo la amplificacion de un producto de 500bpgdéntificacion
de la region RD9, y la amplificacién del gexyRy pncA (90-91)

La mayoria de los protocolos para la deteccion Mie bovis se basan en

procedimientos desarrollados en laboratorios desitigacion. Otras aplicaciones han
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tendido a la evaluacion de kits comerciales masstls y a veces excesivamente caros;
por ejemplo, los sistemas AMPLIFIED MTD® (Gen-PepbSan Diego, Calif.) y
Amplicor® (Roche Diagnostic Systems, Branchburg) ¢lde se basan en la deteccién del
ARNr 16S. A pesar de ser sistemas que permiterbianoion de un diagndstico mas
rapido, la variabilidad en la sensibilidad obtenichpide la sustitucion de los métodos
convencionales de aislamiento e identificacion de bacterias del complejd/.
tuberculosis,que aunque son lentos y engorrosos, siguen siengaueba de oro para la
deteccion definitiva de estas bacterias.

Los factores que contribuyen a la reduccién eretsibilidad de los protocolos de
amplificacion actuales son en el bajo numero deldsaen las muestras clinicas, la
eliminacion intermitente de la bacteria, o una iciefte extraccion de ADN de la
micobacteria, lo que puede ocasionar la presemciatibidores de la PCR en las muestras
(42, 92).

2.6. ESAT-6 y CFP-10

Los analisis comparativos de los genomasideuberculosisH37Rv y H37Ra, asi

comoM. bovisy M. bovisBCG han revelado cerca de 16 regiones de difagRD), las
cuales han sido perdidas en algunas de las cepakeatas. Una de estas es la region RD1,
la cual tiene una longitud de 1.5 kilobases y @& genes Rv3871-Rv3879c, la falta de
esta region es uno de los motivos de la atenuagdh bovisBCG, ya que forma parte de
un sistema de secrecion especializado llamado E8Xidtema de secrecion VIl (93), cuya
funcion es la de permitir la secrecion de las prnai® de bajo peso molecular llamadas
ESAT-6 6 esxA (por su nombre en ingléarly secreted antigenic target of 6 RDaCFP-
10 (por su nombre en inglésulture filtrate protein of 10-kDa también conocida como
esxB 6 MTS-10 (17, 94-95). De la misma forma esteema es necesario para la secrecion
de las proteinas EspA (Rv3616c), EspB (Rv3881)pRERv3849) (96).

Los estudios sugieren la participacion de estatefpras en varios procesos que

contribuyen en la patogénesis de la micobacteamocla supresion de la respuesta pro-
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inflamatoria, necrosis, apoptosis, formacion delngtoma, arresto de la maduracion del
fago-lisosoma vy lisis celular (95, 97-99). Estaplicadas en la diseminacion de la bacteria
en el hospedero, estudios con peces cebra indiganog componentes del sistema de
secrecion ESX-1 son requeridos para dar una sefiabadutamiento y agregacion a los
macrofagos, con el objetivo de atraer mas célulasitia de infeccion y promover su
diseminacion (99-100). Este mecanismo es el queaigpquhsar en los tejidos de los
animales infectados, ya que se ha observado giéelzcion con bacterias deficientes en
ESX-1 resulta en la agregacion de células adyasemtias vias aéreas, pero no en las
porciones mas distales del parénquima pulmonar (101

De la misma forma, estas proteinas participan eadalacion de las funciones de
los macréfagos, aumentan la produccion de BNFHL-12, disminuyen la expresion de la
molécula co-estimulatoria B7.1 (CD80), inhiben @iacion del factor de transcripcion
NF-xB a través de la union de ESAT-6 al receptor TLR# la superficie de los
macrofagos y disminuyen la produccion de las espa@activas de oxigeno (ROS), en un
proceso que acelera la ruptura dedHen HO0 y oxigeno, reduciendo el nivel dgdzen la
célula (102-103).

El genoma dé/. tuberculosidH37Rv tiene 5 copias de este sistema de secreion,
parecer se generaron por duplicacion, en el or@%4& ESX-1, ESX-3, ESX-2 y ESX-5.
Sin embargo, no se conocen sus funciones, a execepal sistema ESX-3 el cual es
esencial para la captacion de zinc, y ESX-5 qtéeretacionado con la aparicién de cepas
de lento crecimiento, y al parecer participa ersdarecion de las proteinas PPE y PE-
PGRS. Estos sistemas contienen genes que codficdaainas de la familia CFP-10 y
ESAT-6, FtsK/SpollIE; pero no se complementan uotra (93-94).

Las proteinas ESAT-6 y CFP-10 son importantes amtigl inmunodominantes y
esenciales para la virulencia e tuberculosisy M. bovis(104). Como se puede observar
en el Cuadro 2-4 estan ausentes en todas las depasbovisBCG, en el complejd/.
aviumy en la mayoria de las micobacterias ambientabegué las hace fuertes candidatos

como reactivos diagnosticos (44).
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Cuadro 2-4. Distribucion de los antigenos ESAT-E€RP-10 entre las micobacterias
(Tomado y modificado de Andersen, et al. 2{89).

Micobacteria ESAT-6 CFP-10

ComplejoM. tuberculosis + +
M. bovis BCG (todas las - -
subcepas)
M. abcessus - -
ComplejoM. avium - -

. branderi - -
. celatum - -
. chelonae - -
. fortuitum - -
. gordonii - -
. kansasii + +
. malmoense - -
. marinum + +
. oenavense - -
. scrofulaceum - -
. Smegmatis - -
. Szulgai + +
. terrae - -
. vaccae - -
. Xenopi - -

I L

Los estudios sugieren que la utilizacion de estateimas recombinantes o péptidos
sintéticos de las mismas en la prueba de }Fhiejoran la especificidad de la prueba, y
permiten la diferenciacion entre animales infeckadon M. bovis 0 sensibilizados a la
exposicion por otras micobacterias coio avium subsp paratuberculosiso animales
vacunados coM. bovisBCG (8, 10-11, 105-108). El mayor beneficio seastia en areas
de baja prevalencia, donde el uso de los PPDs pruéba de IFN-ha demostrado tener

una pobre especificidad (60).
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3. ANTECEDENTES

Uno de los motivos que ha propiciado la busquedardiegenos especificos que
mejoren la especificidad de la prueba intradérnmheasido el hecho de que la vacunacion
conM. bovisBCG en humanos induce reacciones intradérmicaa eaPPD, complicando
la interpretacion de los resultados. Esto lleva pdrificacion y caracterizacion de muchas
proteinas dé. tuberculosigy M. bovis(109).

Los mayores avances se han logrado con la idmadifin de la region de
diferencia 1 (RD1), por lo que se ha evaluado lgacalad de los antigenos ESAT-6 y
CFP-10 para inducir reacciones de hipersensibilidéatdada. La mayoria de los estudios
se han hecho en cobayos demostrando que el usatde antigenos induce fuertes
reacciones en animales infectados ddn tuberculosisy no asi en los animales
sensibilizados coM. bovisBCG oM. avium(13, 16, 110-113).

En humanos la proteina ESAT-6 ha mostrado ser spec#ica que el PPD (114),
incluso una compafia farmacéutica rusa ha desatolluna preparacion llamada
DIASKINTEST® formada por las proteinas ESAT-6 y CGER, la cual no induce
reacciones en pacientes vacunados (115).

El primer reporte del uso de ESAT-6 intradérmicar@esn bovinos menciona que
con 400 pg de proteina es posible diferenciar eartimales infectados cav. boviso
sensibilizados por la exposicibn a micobacteriadbiantales (15). Posteriormente, se
reportd0 que con el uso de un lipopéptido sintéten posible inducir reacciones
intradérmicas con 100 pg de esta proteina (9).

No obstante, no se ha probado el uso del coctéeipooESAT-6 y CFP-10 en
bovinos y debido al éxito observado en las pru@bagro se cree que su uso puede ser de

gran utilidad en el diagndstido vivo de la tuberculosis bovina.
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4. HIPOTESIS

La reaccion de hipersensibilidad retardada sera esfecifica y sensible en
animales expuestos naturalmente Mycobacterium bovismediante la aplicacion

intradérmica del coctel proteico ESAT-6 y CFP-10.

5. OBJETIVOS

5.1.0bjetivo General

Determinar la utilidad del céctel proteico ESAT-8C§P-10 en el diagnostida

vivo de la tuberculosis bovina en animales naturalmexpeestos &ycobacterium bovis.

5.2.0bjetivos Especificos

» Producir las proteinas recombinantes ESAT-6 y C&P-
= Determinar la concentracion del céctel proteico ESACFP-10 para el estudio vivo.

» Caracterizar la reaccion de hipersensibilidad deda mediante la aplicacion del cdctel
proteico ESAT-6+CFP-10.

» Determinar la produccién de IFNin vitro ante el c6ctel proteico.

» Determinar la sensibilidad y especificidad del ebptoteico.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Obtencion de las proteinas recombinantes

Donacionde las proteinas ~ _ Produccionde las proteinas
rESAT-6 y rCFP-10 N - rESAT-6 y rCFP-10
l‘ s Expresion de rESAT-6
Estudio Piloto (E.coli CA1)
- | Concentraciondel coctel proteico l
Purificacion de rESAT-6
. Caracterizacionde la reaccion de (afinidad a niquel)
hipersensibilidad
v
Estudio de Campo = Expresionde rCFP-10
(E.coliM15)
o | Seleccionde los hatos a estudiar | l
R Prue_b:-f cervi(ial f:ompa'mtiva con P'PD Yy . Purificacién de rCFP-10
administracion intradérmica del coctel proteico (intercambio iénico,
exclusion molecula
— | Prueba de IFN-y y PCR | 1
A 4

Analisisde los resultados

27



7. MATERIALY METODOS

7.1.Produccion de las proteinas recombinantes

Los genes deM. tuberculosiscorrespondientes a las proteinas recombinantes
rESAT-6 y rCFP-10, estan clonados en el vector ®presion pRSET y pQES32,
respectivamente ambos permiten la adicion de ulo @ histidina a la proteina
recombinante en el extremo N-terminal, permitierslp deteccion con un anticuerpo
monoclonal anti-histidina y facilitando su purifactdn mediante cromatografia de afinidad
a metales.

El vector de expresion para la proteina rESAT-6ob&uvo de un banco de
plasmidos pertenecientes a la Dra. Clara Espitiantnas que el sistema de expresion para
la proteina rCFP-10 fue disefiado por el Dr. Antahi¥allecillo Maza del grupo de la Dra.
Clara Espitia (Instituto de Investigaciones Biong@giUNAM).

Se transformaron las cepas C41 y MC15Edeoli. Una colonia aislada de cada
construccion se sembré en caldo Luria Bertani (ldBn carbenicilina (100mg/ml)
(Invitrogen, USA) se incubd a 37°C con agitacionstante de 200 rpm, la induccion de la
expresion de la proteina recombinante se realizéaelase logaritmica intermedia del
cultivo, cuya cinética de crecimiento fue previateesstablecida. La sobre expresion de la
proteina se realizé con 250 uM de IPTG (isoprgpi-Thiogalactopuranoside, Research
Organics, Cleveland, USA) el cultivo se mantuvareubacion a 37°C por 4 horas mas.
Pasado este tiempo el cultivo bacteriano fue dagado a 454 x g por 30 minutos a 4°C,
el sobrenadante se eliminé por decantaciéon vy léllpase resuspendié en PBS 1x para
romper a las células bacterianas mediante sonitacd 3 pulsos cada uno de 1 minuto
con un minuto de descanso entre cada pulso (VViFSonic 475 Cell Disrupter, USA).
Los cuerpos de inclusion de la proteina ESAT-6asarbn 2 veces con PBS 1x-Triton X
100 al 2% y se solubilizaron con un amortiguad@ndéuralizante por 18 horas a 4°C en
movimiento suave. El material soluble se clariffpsr centrifugacion a 20196 x g por 15

minutos a 4°C y se almaceno en alicuotas de 1 fiilD& C hasta su purificacion. La
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proteina CFP-10 se obtuvo de forma soluble pou dpspués de sonicar las bacterias la

fraccion soluble se almaceno en alicuotas de 1-#0 & C hasta su purificacion.

7.1.1.Purificacion por afinidad a niquel.

La purificacion de la proteina recombinante ESATs6 realiz0 mediante
cromatografia de afinidad empleando una columnaaeaga con 2 ml de Ni-NTA
Agarose® (Qiagen, Venlo, Netherlands). Se equililman 4 ml del amortiguador
desnaturalizante (50mM NaPlO,, 50mM NaCl, 8 M Urea, 10 mM imidazol pH 8). Se
agregaron 2 ml de la proteina a purificar y pdsterente se realizaron 5 lavados con 4 ml
del amortiguador de lavado (50mM N#&, 500mM NacCl, 8 M Urea, 10 mM imidazol
pH 8). Finalmente la proteina se eluyé con 3 ml almbrtiguador de elusiéon (50mM
NaH,PO,; 50mM NacCl, 8 M Urea, 500 mM imidazol pH 8).

El plegamiento de la proteina se llevd a cabo p@dtiss en membranas
Spectra/Por® (MWCO 3500, DAIGGER, Broadwick St. USAontra la solucién
amortiguadora en concentraciones decrecientesedg(®, 4, 3, 2, 1 ,0 M) sin imidazol. Se
determiné la concentracion de la proteina por dbdwde Lowry modificado y ajustado
para placas de microtitulacion, haciendo alicud&ad ml y almacenando a -70°C hasta su

utilizacion.

7.1.2. Andlisis de la expresién de las proteinas recomdes en geles
de poliacrilamida SDS-PAGE e Inmunotransferencia.

La produccion de las proteinas recombinantes dad@ean analisis electroforético
en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%. Lasstnas de proteinas se prepararon con
un volumen igual al del buffer de carga 2X, seikman en bafio Maria por 5 minutos. La
separacion se realizd primero a 60 volts y posteegote a 120 volts usando una solucién
de tris-glicina y SDS al 1% (250 mM Tris-base 911M glicina).
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Después de la electroforesis, las proteinas ssfiti@ron a membranas de PVDF
(polyvinylidene difluoride P-Innunobilon nylonv, Mpore, CO. Bedford, Mass) a 60 volts
constantes durante 1 hora, en una solucion dglicisa (250 mM Tris-base y 1.91 M
glicina) con 10% de metanol absoluto. Para evidene presencia de los antigenos las
membranas se tifieron con azul de Coomassie (Coentzdtant Blue R-250, Boehringer
Mannheim Corp. Indpls, IN USA) y se incubaron cdnagticuerpo monoclonal anti-
histidina peroxidasa (HRP-anti-gigRoche, Indianapolis USA) en una concentraciof@.:2
0 con un anticuerpo policlonal anti-CFP-10 en umacentracion 1:4000 con PBS-Tween-
20 al 0.05% BSA al 2% a 25°C en agitacién suavankembrana se lavé 3 veces con PBS-
Tween-20 al 0.05% durante 3 minutos y se reveloldbpl de perdxido de hidrogeno al
30% en 10 ml de PBS con 3,3-diaminobencidina BABSMA Chemical CO, St Louis,
MO USA). La reaccién se detuvo con agua bidestilada

Sin embargo, debido a los diversos problemas pi@des en la expresion y
purificacion de las proteinas recombinantes seitblia donacion de las mismas al Dr.
Martin Vordermeier del grupo de Investigacion enb@neulosis bovina, Veterinary

Laboratories Agency, New Haw, Surrey, UK.

7.1.3.Determinacién de concentracion de endotoxina

Se realiz0 el ensayo de lisado de amebocitos dalusnLAL ((Limulus Amebocyte
Lysatg (Lonza, Walkersville USA) para la cuantificacide endotoxinas en las proteinas
recombinantes tal y como lo indica el fabricante.®locaron 15 pg de las proteinas
diluidas en 50 pl de agua libre de nucleasas. &sgagn 50 pl del lisado de amebocitos,
se incubaron 10 minutos a 37°C. Posteriormentegsegé el sustrato cromogénico y se
dejo incubar otros 10 minutos a 37°C. La reacc®uletuvo con una solucion de SDS al
10%. Las densidades Opticas se leyeron en un lpai@r placas de ELISA automético,
utilizando el filtro de 405 nm.

Dado que el limite de endotoxinas en un produstéa eelacionado con su dosis
maxima se utilizé el procedimiento descrito pogida directiva de la FDA de 1987 para

calcular el limite de endotoxinas (116).
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El limite de endotoxina es expresado como K/M, @ond

K= 5.0 UE/Kg, representa la dosis pirogénica umenahumanos y conejos.

M= representa la maxima dosis por Kg que puedadministrado en un periodo de
una hora.

En este estudio consideramos que la dosis maxinasderoteinas recombinantes

gue puede ser usado es de 0.1mg, entonces:

Limite de endotoxina 2EU/Kg

g 50 UE/mg

El limite de endotoxina presente en la proteirasmbinantes es de 50 UE/ mg.

7.2.Determinacién de la produccion de Interferon Gamn(&N- y)

7.2.1.Coleccién de sangre para estimulo celular

Se colectaron 10 ml de sangre de los animales a@dyl en tubos vacutainer con
heparina de sodio como anticoagulante (BD Vacut@n8odium Heparin, USA), la
muestra se tomo antes de la prueba de la tubexcali® dias después. Las muestras se
transportaron a temperatura ambiente, protegidak dez y se procesaron durante las
primeras 10 horas de haberse obtenido. El estimeltos linfocitos en las muestras de
sangre periférica se hizo utilizando placas paltaowcelular de 96 pozos. En cada pozo se
depositaron 250 pl de sangre, las células se datiomupor duplicado con el PPD bovino,
PPD aviar y con 4 pg de concentracion final detedquroteico (2 pg ESAT-6y 2 pg CFP-
10). Como control positivo se utilizé 1pg de la tiea dePhytolacca american®okewee
(SIGMA Chemical CO. St Louis, MO USA). Como contr@gativo se uso PBS 1x estéril.
Las placas se incubaron por 16 horas a 37°C eratmmasfera himeda de 5% de,Cl0os
sobrenadantes se recuperaron por centrifugacioB4ax8y por 20 minutos a 4°C y se

depositaron en placas de 96 pozos nuevas las aeablmaceron a -20°C para la posterior
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evaluacion de la produccion de IRNempleando la prueba comercial de BOVIGAM®

(Pfizer Animal Health, Victoria Australia)

7.2.2.Evaluacién de la produccion de IFN-

El IFN-y liberado en los plasmas de los cultivos, se midiéndo la prueba de
diagnodstico BOVIGAM® Mycobacterium bovis Gamma Interferon Test Kit fatt(@,
Pfizer Animal Health, Victoria Australia) de acuerd las instrucciones del fabricante. Las
densidades oOpticas (O.D.) de las placas deylR¥-leyeron en un lector de placas de
ELISA automatico (Multiskan Ascent, THERMO) utilizdo el filtro de 450 nm.

Se utilizaron los controles positivos y negativaduidos en el kit, por duplicado en
cada placa. Para la validacion de la prueba saiaal las O.D. de los controles y se
acepto un rango del control negativo de < 0.1300y790 en el positivo. Se uso el criterio
de valores de PPD B — PPD>A0.1 y PPD B — PBS 0.1 para determinar una respuesta
positiva y lo contrario para una respuesta negalfvan valor> 0.7 O.D. en las células

estimuladas con Pokewee para considerar validoadises.

7.3.Aislamiento de ADN micobacteriano

Se recolectaron los exudados nasales de todosniomlas evaluados, utilizando
hisopos estériles sumergidos en 2 ml de PBS 1xiledtds muestras se transportaron a
temperatura ambiente, se centrifugaron a 2019&lurgnte 10 minutos y los sedimentos
nasales se mantuvieron a -20°C hasta su procedamidadiante un método descrito para
micobacterias (117) se extrajo el ADN de los sediog se homogenizé con 400 pl de TE
(100mM tris-HCI, 10mM EDTA pH 8), con 50 ul de IBma (10mg/ml) (SIGMA-Aldrich,
USA) vy se incubd por 16 horas a 37°C. Posteriotensa agregaron 75 pl de SDS al 10%
y 50 ul de proteinasa K (1mg/ml) (SIGMA-Aldrich, A% y se incubd 20 minutos a 65°C.
Se agregaron 100 pl de NaCl 5 M y posteriormen@epd@e una solucion de NaCl 5M con
5% de N-cetyl-N,N,N-trimetyl bromuro de amonio (CBA(SIGMA-Aldrich, USA) vy se
incubé 10 minutos a 65°C. EI ADN se extrajo conuatumen de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) (SIGMA-Aldrich, USA). ElI ADN sergcipitdé con 0.7 volimenes de
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isopropanol absoluto (SIGMA-Aldrich, USA) y se lagedn 1 ml de etanol al 70%. El
ADN se resuspendié en 50 ul de agua libre de nsateéGIBCO, Auckland, N.Z) La
concentracion y pureza del ADN se evalué por espeetria (D.O. a 260/280 nm)

utilizando un espectrofotometro tipo Nanodrop (NIDQ Spectrophotometer, USA).

7.4.Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se utilizé un protocolo de PCR anidado e iniciadgeeviamente descritos para
la amplificacién de un fragmento del gen mpb70 J118

El PCR simple se realiz6 mediante la amplificadénun producto de 372 pb del
gen mpb70 con los iniciadores mpb70 F (5-GAACAATCCGGAGTTGAB-3) vy
mpb70 R (5-AGCACGCTGTCAATCATGTA-3") utilizando ekiguiente protocolo de
amplificacién, un ciclo inicial de desnaturalizatia 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, alineamia 60°C por 30 segundos, y
extension a 72°C por 45 segundos, y finalmente igio e 72°C por 5 minutos.
Posteriormente el PCR anidado se realizé utilizahdpl de la reaccion anterior para
amplificar un producto de 208 pb del mismo genljzamdo los iniciadores M22 F (5'-
GCTGACGGCTGCACTGTCGGGC-3) y M22 R (5-CGTTGGCCGGEHEGG
TTTGGCC-3'). En este caso se utilizd un sistemachdown para la amplificacion del
producto debido a la amplificacion de bandas ingifipas con el protocolo propuesto. El
sistema consiste en 7 ciclos iniciales a 94°C posegyundos y 70°C por 30 segundos, 10
ciclos con las mismas temperaturas disminuyendochta ciclo, y 8 ciclos a 94°C por 30
segundos, 60°C por 30 segundos y un periodo dessdtea 72°C por 30 segundos.

Para descartar la presencia de inhibidores del @&mnostrar la integridad del
ADN se realizé un PCR control con iniciadores efffs para amplificar un fragmento
de 375 pb del genyh que codifica el citocromo b del bovino, con logiadores cyb F
(5-CCATCCAACATCTCAGCATGATGAAA-3) y cyb R (5-GCCETCAGAAT
GATATTTGTCCTCA-3’). El protocolo de amplificacioas similar al PCR simple para
mbp70, a excepcion de la temperatura de alineamiento spueealizd a 58°C. Los

protocolos de amplificacion se realizaron con eligg (Thermo-Hybaid, USA).
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Para la amplificacion de los productos de PCR aton 2 pl de ADN extraido de

los exudados nasales juntos con la siguiente meleclkeactivos en un volumen final de

25ul (Cuadro 7-1).

Cuadro 7-1. Protocolo de la reaccion en cadenaadedlimerasa

Reactivo PCR simple PCR anidado
Concentracion ~ Volumen (ul) Concentraciéon Volumen
reaccion reaccion
10X Buffer de Ila| 1X 2.5 1X 2.5
reaccion
50 mM MgCh 2.5 mM 1.25 1.5 mM 0.75
5 mM mezcla dNTP 200 puM 1 200 uM 1
20 uM Iniciador F 0.4 uM 0.5 0.2 uM 0.25
20 uM Iniciador R 0.4 uM 0.5 0.2 uM 0.25
Agua - 17.05 - 19.05
ADN - 2 - 1
5U/ul  Tag DNA 1U 0.2 1U 0.2
polimerasa

Posteriormente, una alicuota de 10 pl de cada prodle amplificacion se separé

por medio de electroforesis en gel de agaros&mat@n bromuro de etidio (0.005%) y

solucion TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA pH &l producto de la reaccion fue

visualizado utilizando un fotodocumentador (Gel icag00 Imaging System, Kodak, UK).

Para determinar el tamafio de los segmentos anapldfecse empleé un marcador de peso
molecular 100 pb (GeneRuler 100 bp DNA ladder redadyse, Fermentas, USA).

7.5.Determinacién de la sensibilidad del PCR simple gidado

Con el fin de determinar la sensibilidad del métoeoidentificacién devl. bovis

mediante PCR se inocularon experimentalmente 2erfIRIS 1X con 1x10ufc deM. bovis

ANS5. Se realizaron diluciones décuples seriadaa patener concentraciones desde 10

bacterias hasta 1x10fc en un volumen total de 2 ml. La extraccionAN y la reaccién

de PCR se realizaron de acuerdo a lo descritoiamtemte.
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7.6.Descripcién del origen de los bovinos utilizados

7.6.1.Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca, Hidgd (CAIT)

El CAIT es una de las cuencas lecheras mas impestaiel pais, esta ubicado en el
kilometro 57 de la carretera federal México-Pach&raeste lugar se realiza la explotaciéon
intensiva de bovinos especializados en la producldchera de la raza Holstein. Existe
evidencia clinica, patologica y bacteriologica deptesencia d¥l. bovis en esta cuenca
lechera. De acuerdo a los dictamenes de pruebster’tas, el establo en el que se trabajo
cuenta con una prevalencia aparente del 32% (eftimde acuerdo al dltima
tuberculinizacion realizada) Los bovinos utilizadws esta investigacion tienen una edad

promedio de 3.5 afos.

7.6.2.Centro de Ensefanza, Investigacion y Extension éroduccion
Animal en el Altiplano

Este centro ubicado en Tequisquiapan, Querétaralesica a la ensefanza,
investigacion y difusion de la produccion animalravés del desarrollo de modelos
practicos productivos con bovinos, caprinos, ovinoediante sistemas de autogestion
forrajera. El sistema de bovinos productores dedese basa en la produccion de leche en
pradera mediante un esquema de pastoreo inten@iveamovientes de raza Holstein del
tipo neozelandés, Jersey y la cruza de ambosctoeafe producir leche de alta calidad, rica
en solidos. Ademéas de la presenciaMiebovis (prevalencia aparente < 1%), existe la

evidencia seroldgica de paratuberculosis en lagoadnt bovina.
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7.6.3.Centro de Enseflanza, Investigacion y Extension ear@deria
Tropical

El CEIEGT se encuentra en el estado de Veracrug| enunicipio de Martinez de
la Torre. Se dedica a la ensefianza, investigacidifugion de la produccion ganadera
tropical a través de un modelo practico de produrcde bovinos en un sistema de doble
propésito, vaquillas F1 (Holstein x Cebu) para tadoiccion de leche, ovinos de pelo y
especies acuicola, con base en el aprovechamieatolosl recursos tropicales,
principalmente los forrajes. El hato se encudiitra de tuberculosis y brucelosis desde el
afio 1994.

7.6.4.Centro de Enseflanza, Practica e Investigacion emoBuccion y
Salud Animal
El CEPIPSA se encuentra en San Miguel Topilejole@scion Tlalpan en México,
D.F. En este lugar se realiza la explotacion int@nsle bovinos especializados en la
produccién lechera de la raza Holstein. ElI hatoeseuentra libre de tuberculosis y

brucelosis; sin embargo, existe la evidencia gedaencia de paratuberculosis bovina.

7.7 Estudio Piloto

7.7.1.Animales experimentales

Para seleccionar los animales del grupo experifes¢atomaron muestras de
sangre e hisopos nasales de 20 bovinos reactor®P@l bovino, de un establo del
Complejo Agropecuario Industrial de Tizayuca, Hgtal(CAIT). De estos animales se
seleccionaron 10 que resultaron positivos al PGRlay prueba de IFN; considerandolos
infectados poMycobacterium bovis

Los animales del grupo control pertenecen al Catgr&nsefianza, Investigacion y
Extension en Ganaderia Tropical, de la FMVZ - UNAM.

36



7.7.2.Determinacién de la concentracion del coctel protei ESAT-6 y
CFP-10 para el estudio in vivo

Para determinar la concentracion del céctel moted utilizar en la prueba
intradérmica se disefiaron los siguientes tratamsef@uadro 7-2).

Cuadro 7-2. Tratamientos administrados intradérmiegate a los bovinos del grupo
experimental y grupo control, en un volumen togaDdLml.

Tratamiento Concentracién por proteina Concentracion total
PPD aviar - 100 pg
PPD bovino - 100 pg

T1 (ESAT-6, CFP-10) 5ug 10 ug

T2 (ESAT-6, CFP-10) 10 ug 20 pg

T3 (ESAT-6, CFP-10) 15 ug 30 pg

T4 (ESAT-6, CFP-10, MPBS83 10 ug 30 ug
PBS 1x - -

El 4rea donde se administré los tratamientos serGasreviamente. El sitio de
aplicacion superior estd 10 cm debajo de la credhsitio inferior aproximadamente 13
cm debajo del sitio anterior, lateralmente se dejGespacio de aproximadamente 15 cm
entre cada tratamiento. La administracion intrad&are realizo con jeringas desechables
de 1ml con graduacion de 0.1ml y agujas hipodémriesechables calibre 24 de 0.5 cm de
largo (Figura 7-1).

La lectura de las reacciones se realizo cada Zshdurante 4 dias con un vernier
graduado en mm. Antes de la administracion de tratamiento se midio el grosor de la

piel. De esta forma se analizaron las respuestesdérmicas de los animales infectados
conMycobacterium bovig los animales control.
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Tabla del cuello izquierda '['abla del cuello derecha

PPD aviar

30pg
E+C+M83

BN O T O M
e W = o EM™
&8N O oM

PPD bovino

Figura 7-1. Puntos de inoculacion para la evaluecdé la concentracion del coctel proteico a utiliea
animales naturalmente expuestos y libres de tulmsistbovina. Se utilizaron 4 puntos de inoculacd la
tabla del cuello derecha donde se administraror2Q0; 30ug del coctel proteico ESAT-6+CFP-10 y PBS
como control negativo. En la tabla del cuello izgda se inocul6 el PPD bovino, PPD aviar y 30ugdetel
proteico ESAT-6+CFP-10+MPB83. Todos los antigenesdn administrados en un volumen de 0.1ml.

7.8.Estudio de campo

El nimero de animales a muestrear se determindnskglrecomendado por
Argimon P. y Jiménez J. (119). Los autores indigale para calcular del tamafio de
muestra para analizar la sensibilidad y especditide una prueba diagndstica se puede

emplear la férmula de estimacién de una proporcion.

Por lo cual se empled la siguiente ecuacion:

Za?P (1 —P)
N:T
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Donde:

N: numero de sujetos necesarios
Z,. valor de Z correspondiente al riesg@ijado (1.96)
P: valor de la proporcién esperada (sensibilidd,88specificidad 97%)

d: precision con que se desea estimar el pararf=@s)

Al despejar la ecuacion anterior para determing@ntas animales infectados se

necesitan se calcula que se necesitan 196 vaeasadés con tuberculosis bovina.

y - 1962 (085)(1 — 085)
0.052
3.8416 (0.85) (0.15)
- 0.0025 -

196

En el mismo sentido, al despejar la ecuacion amtegnte mencionada para
determinar cuantos animales no infectados se nacest determind que se necesitan 45

vacas no infectadas con tuberculosis bovina.

N 1.962 (0.97)(1 — 0.97)
B 0.052

_3.8416 (0.97) (0.03) _
B 0.0025 B

45

Sin embargo, al hacer la correccion por pérdidadestras utilizando la ecuacion:

No =N ll/(1 _ R)J

1| os estudiosn vitro han mostrado que el cdctel proteico (ESAT-6 y @BP-tiene una sensibilidad del
85% y una especificidad del 97% (10).
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Donde:
N: representa el nUmero de sujetos teorico;
Na el nUmero de sujetos ajustado,

R: la proporcion esperada de pérdidas (0.20)

Se estimo que se tendrian que muestrear a 245 eafsamas y 57 vacas sanas, con

un gran total de 302 vacas.

La seleccion de los animales se realizé al azacderdo a la disponibilidad de los
mismos en los ranchos estudiados. Por lo que emreadho se muestrearon los siguientes

animales:

Cuadro 7-3. Numero de bovinos muestreados enwdiestie campo.

Origen NUmero de animales Estatus del hato
CAIT 138 Alta prevalencia de TB (>5%)
CEIEPAA 76 Baja prevalencia de TB (<1%), co-
infeccion conM. paratuberculosis
CEIEGT 59 Libre TB
CEPIPSA 30 Libre TB, co-infeccion con
M. paratuberculosis
TOTAL 303

TB= Tuberculosis bovina
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7.8.1.Tuberculinizacion y administracion intradérmica deddctel

proteico

Para determinar la utilidad del coctel proteico etndiagndsticoin vivo de la
tuberculosis bovina, se inoculé en la tabla delllocugel bovino el PPD aviar y PPD
bovino, tal y como lo indica la norma oficial mexi@ para realizar la prueba cervical
comparativa (50). Al mismo tiempo se inocul6 lan@entracion del céctel proteico
determinada en el estudio piloto y PBS 1x, dejanmio espacio lateralmente de

aproximadamente 15 cm entre cada tratamiento (@igd).

Tabladel cuello derecha

0@"'
0/ PD aviar
PB :

0T = 0 N
N O T OO

w PD bovino
'

Céctel proteico

Figura 7-2. Puntos de inoculacion de los antiggmers el estudio de campo en animales naturalmente
expuestos y libres de la enfermedad.

El area donde se administraron los tratamientosraseird previamente. La
administracion intradérmica se realiz6é con jerindasechables de 1ml con graduacion de
0.1ml y agujas hipodérmicas desechables calibrde20.5 cm de largo. La lectura de la
reaccion se realizd con un vernier graduado en f2nhoras posteriores a la inoculacion.

Antes de la administracion de cada tratamientoid&ral grosor de la piel.

7.9.Andlisis estadistico

En el estudio piloto se seleccionaron animales suggistros anteriores mostraban
en 2 ocasiones un resultado positivo hacia el PBADnb en la prueba intradérmica. Se
considera un animal infectado cdh bovisaquel que cumple con este requisito y que

ademas tuvo resultados positivos en la prueba Ney IiF es positivo al PCR a partir de
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exudado nasal. Un animal sano o no infectado eel age proviene de un hato libre de
tuberculosis donde las pruebas diagnosticas caomfimeste estatus. La sensibilidad y
especificidad se calculd con el paquete estadigticoEpiscope 2.0 y el punto de corte se
analizé con una curva ROC (por su nombre en ingléseiver Operating Characteris}ic
utilizando el software GraphPad Prism 5® (USA).

En el estudio de campo los animales de cada haieleecionaron aleatoriamente,
en este caso los resultados de la prueba cervaraparativa y la prueba de IFN-
utilizando los PPDs se compararon con los resultatbbenidos en la prueba intradérmica y
la prueba de IFN-empleando el céctel proteico ESAT-6 + CFP-10.

Los animales clasificados como sospechosos pordabp cervical comparativa
fueron considerados negativos en andlisis de lsslteglos. Las diferencias entre los
tratamientos se determino con la prueba Kruskalli$Vatilizando el software GraphPad
Prism 5. El indice Kappa se calculo con el paqueseadistico EPIDAT 3.1. La
concordancia se determino en base a la siguiecétagd 19):

Concordancia indice Kappa
Muy baja <0.02
Baja 0.21a 0.40
Moderada 0.41 a 0.06
Buena 0.61 a 0.80
Muy buena 0.080
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8. Resultados

8.1.Producciodn de las proteinas recombinantes

Se realiz6 una cinética de crecimiento de cadaderlas cepak.coli C41: pRSET-
ESAT-6 y M15:pREP4 pQE32-CFP10. La fase logaritnmt@rmedia se alcanzé a las 3.5
horas de crecimiento que es cuando la Tasa den@esto Especifico (TCE) se desacelera
y el Tiempo de Duplicacion (TD) aumenta. Es pdo @ple se eligié este momento para

adicionar el inductor (Figura 8-1).
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Figura 8-1. Cinética de crecimiento de la cepaexjgesionE.coli C41: pRSET-ESAT-6 y M15:pREP4
pPQE32-CFP10. A) Cinética de crecimiento €le M15:pREP4 pQE32-CFP10 ¢ C41: pRSET-ESAT-6
crecidas en medio liquido LB con carbenicilina (h0§/ml). EI medio de cultivo LB se utiliz6 como ¢t
negativo A Blanco. B) Gréfica del promedio de los datos d&daa de Crecimiento Especifico (TCEFy
C) el Tiempo de Duplicacion (TD=h) calculados atipate la cinética de crecimiento para cada unéade
cepas recombinantes. Las flechas indican el monemtue se decidié realizar la induccion de la esipn
de las proteinas.
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Se evaluaron 3 concentraciones de IPTG 100, 280y, para la induccién de la
expresion de la proteina ESAT-6, la cual se idedtimediante SDS-PAGE, su identidad
se corrobord con un anticuerpo monoclonal antichisd. Como se observa en la Figura
8-2 la expresion de la proteina es similar entsediferentes concentraciones de inductor,
por lo que se decidio utilizar una concentracidlfide 250 uM de IPTG para la induccion

de la expresion de la proteina ESAT-6.

4
66.2 L _
31 ‘

21.5

14.4 <—— ESAT-6

A B

Figura 8-2. Expresion de la proteina recombin&nteoli C41-pRSETesatthn diferentes concentraciones de
IPTG. A) La membrana de PVDF se tifio con azul denwssie y B) posteriormente se incubo con un
anticuerpo monoclonal anti-histidina (1/2000) pes&ficar la produccion de la proteina ESAT-6 @lkDa).

Se induj6 la expresién de la proteina con 100, 25600 uM IPTG a las 3.5 hrs de cultive®1: Peso
molecular, Carril: 1) Bacteria sin induccién, 2pBteria inducida con 100 uM, 3) Bacteria inducidan@250
1M, 4) Bacteria inducida con 500 pMa flecha sefala la proteina recombinante ESAT-6.

Se realiz6 un cultivo de 1 L de caldo LB con cartiéna (100 mg/ml), la
expresion de la proteina recombinante ESAT-6 sejondon 250 uM de IPTG a las 3.5
horas de crecimiento como lo previamente deternoinBeéspués de verificar la expresion
de la proteina, los cuerpos de inclusién se lavdosveces con una solucién de PBS 1X -
Triton X-100 al 2% y se solubilizaron en un anguddor desnaturalizante (Urea 8M,
50mM NaHPQ,, 50mM NaCl, 10 mM Imidazol, pH 8) por 18 horasreavimiento suave
a 4°C (Figura 8-3).
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Figura 8-3. Expresion de la proteina recombinanBAE6 de un cultivo de 1 L de medio LB con
carbenicilina (100mg/ml). La membrana de PVDF 8e tion azul de coomassie y posteriormente se incubo
con un anticuerpo anti-his para verificar la praddc de la proteina ESAT-6 (14.4 kDa). Se indujo la
expresion de la proteina con 280 IPTG a las 3.5 hrs de cultivo, se lavaron y bibizaron los cuerpos de
inclusion con Urea 8M.RM: Peso molecular, Carril: 1) bacteria con induéni 2) bacteria sin inducir, 3)
Cuerpo de inclusién, 4) Western blot del cuerparadusion (a-his 1/2000).La flecha sefiala la proteina
recombinante.

La proteina recombinante ESAT-6, se purificé panatografia de afinidad a
metales, utilizando una columna empacada con Ni-MgArosa. La proteina se unio a la
columna empleando un amortiguador con 10 mM ddaral, se hicieron varios lavados
con un amortiguador con una alta concentracion ldeuro de sodio (500mM) con el
objetivo de contrarrestar las interacciones iondmproteinas contaminantes, finalmente la
proteina se eluyé con 500 mM de imidazol (Figud.8-

La renaturalizacion de la proteina se hizo mediadiédbsis contra la solucion de
equilibro en concentraciones decrecientes de Wwed,(3, 2, 1, 0 M). Al terminé se
determind la concentracion de la proteina por ebdwéde Lowry. En total se obtuvieron 9

mg de la proteina ESAT-6 pura a partir de un coltle 1 L.
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Figura 8-4. Purificacién de la proteina recombiraBSAT-6. Se analizaron las 8 fracciones obtenisias,
observa que la proteina se eluye exitosamentdiehapl buffer de elusién, no asi en los lavadB#!: Peso
molecular, NP: No pegado, L1: Lavado 1, L2: Lava#oL3: Lavado 3, L4: Lavado 4, L5: Lavado 5, E:
Elusion, LF: Lavado Final, C+: Control positivo.

En el caso de la proteina recombinante CFP-10nieioi de este proyecto de
investigacion se trabaj6é con la cdpacoli Rosseta DE3 pET15b-CFP10; sin embargo, al
no tener resultados positivogafos no mostradysse decidi6 cambiar de sistema de
expresion por el plasmido pQE32 de Qiagen®, corual se logrd la expresion de la
proteina recombinante CFP-10. Como se mostré Eiglaa 8-1 al realizar la cinética de
crecimiento se determiné que la induccion de laesipn deberia realizarse a las 3.5 horas
de cultivo; esta se realizé con 250 uM de IPTG.ifardncia de la proteina ESAT-6, la
proteina CFP-10 se obtuvo de forma soluble (Fi@sB3. La identificacion de la proteina

se corroboro con un anticuerpo policlonal contrartgeina CFP-10.
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Figura 8-5. Expresién de la proteina recombinanEP-CO de un cultivo de 1 L de medio LB con
carbenicilina (100mg/ml). A) La membrana de PVDRiSe con azul de coomassie y B) posteriormente se
incubo con un anticuerpo policlonal anti-CFP10 pagdficar la produccion de la proteina CFP-10 (#2-
kDa). La inducién de la expresion de la proteinaesdizd con 250M de IPTG a las 3.5 hrs de cultivo, la
bacteria se liso para recuperar la proteina deatzibn soluble®M: Peso molecular, carril: 1) bacterias no
inducidas, 2) bacterias inducidas, 3) Fracciénahsble, 4) Fraccion soluble. El Western blot selimacon
anticuerpos policlonales de conejo anti-CFP10 (D@0

El vector de expresion pQE32 permite la adicionudetallo de histidinas en el
extremo N-terminal lo que permite la purificaciomld proteina mediante cromatografia de
afinidad a metales. Sin embargo, al realizar lafipacion de la proteina CFP-10 se
observa que no se pega a la columna de afinidgdréB-6 panel A, carril 2), por lo que
se decidi6 solubilizar la proteina con un amorttijiwacon Urea 4 M para exponer el tallo
de histidina, pero este procedimiento tampoco &wito (Figura 8-6 panel B, carril 2). Es
importante mencionar que el anticuerpo monoclontithastidina no reconoce la proteina,
esta solo puede ser identificada con el anticupgbalonal anti-CFP-10 (Figura 8-6 panel
C).
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Figura 8-6. Purificacién de la proteina recombira@FP-10 mediante cromatografia de afinidad a ewetal
A) Membrana de PVDF tefiida con Azul de Coomasiemuestra la purificacion de la proteina CFP-10 en
forma soluble. B) Membrana de PVDF tefiida con Adel Coomasie que muestra la purificacion de la
proteina CFP10 previamente solubilizada con urea@WVestern blot para el reconocimiento de laginat
CFP10 con el anticuerpo monoclowahistidina (1) y con el anticuerpo policlonalCFP-10 (Il). PM: Peso
molecular, carril: 1) Muestra soluble antes de larificacién, 2) Fraccién de muestra no pegada, 3-6)

Fracciones del lavado, 7-8) Fracciones de elus®rfraccion de lavadp

A causa de los problemas en la expresion y pucificea de las proteinas
recombinantes ESAT-6 y CFP-10 se decidié solidéadonacion de las mismas al Dr.
Martin Vordermeier del grupo de Investigacion ebdngulosis bovina en Reino Unido.

Antes de iniciar el estudio piloto en los bovinss,corroboro la concentracion de
las proteinas ESAT-6, CFP-10 y MPB83 por el métooMry modificado y ajustado para
placas de microtitulacion. De la misma forma, seu&iizé la pureza de las proteinas

mediante un gel SDS-PAGE colocandoubade proteina (Figura 8-7).

PM ESAT-6 CFP-10 MPBS3
974 4
62.2 W
4450 o
310 w—

21.1

144
-—
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-

Figura 8-7. Gel SDS-PAGE 15% tefiido con azul denwmmssie de las proteinas donadas por el Dr.
M.Vordermeir.
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Se realiz6 el ensayo de lisado de amebocitdsrdaelus,LAL (Limulus Amebocyte

Lysatg para la cuantificacion de endotoxinas en las gimas recombinantes. Cuya

concentracidon se muestra en el Cuadro 8-1.

Cuadro 8-1. Concentracion de endotoxina en las gnas
recombinantes donadas por el Dr. M. Vordermeier.

Proteina Endotoxina (UE/ml)
ESAT-6 1.28
CFP-10 1.18
MPB83 1.05
PBS 1 X 0.48

De acuerdo al célculo del limite de endotoxinasW&mg) (116), la concentracion
de endotoxina presente en las proteinas recombmast minima, por lo que el efecto
observado en los siguientes estudios no se veraddt por este factor.

8.2.Estudio Piloto

8.2.1. Prueba de IFNy

Se seleccionaron 20 bovinos, los cuales fueronctoess al PPD bovino en dos

pruebas consecutivas. Al realizar la prueba de -{FK de los 20 animales resultaron

negativos en la prueba con el PPD bovino.

Para determinar una respuesta positiva o negatica tel coctel proteico en la

prueba de IFNr se realizé una curva ROC con los resultados de2lsanimales

provenientes del hato infectados y de los 10 amisnarovenientes del hato libre de

tuberculosis. Con esto se evalué el efecto del gpuie corte en la sensibilidad y

especificidad de la prueba de IFN#ilizando el céctel proteico. El punto de cortegalo
para el coctel proteico es de 2 ODIs (indices desidad Optica) , lo que concuerda con lo

anteriormente reportado (Cuadro 8-2) (10).
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Cuadro 8-2. Efecto del punto de corte en la prudbalFN-y al cOctel proteico
para identificar correctamente animales infectadaso de tuberculosis bovina.

Punto de corte (ODIs*) Sensibilidad % Especificid&
>1.0 85 60
>2.0 65 100
>3.0 50 100

*ODIs (Indices de densidad 6ptica= OD Coctel protiOD sin antigeno)

8.2.2.PCR

A partir del DNA gendmico de los exudados nasaéekad vacas infectadas y sanas
se realizé el PCR simple depb70para verificar la presencia o ausencia de bactdehs
complejo M. tuberculosis Solamente se amplificaron los productos esperamodas

muestras de los animales infectados, no asi eaniozales sanos (Figura 8-8).

M12 34 56 78 910CCG0G M 1 2 3 45 6 7 8 9 0 C C+
b

Vacas infectadas Vacassanas

Figura 8-8. Resultados del PCR simple patap70en muestras de exudado nasal de las vacas irdeatad

M. bovisy de las vacas no infectadas. Gel de agarosa &t con bromuro de etidio, en el que se observa
en el primer carril el marcador de peso molecutafd@0bp, carriles identificados 1 al 10 el pradute la
amplificacién de 372bp del genpb70de las vacas empleadas en el estudio piloto.

Para la evaluaciéon intradérmica del céctel proteiotamente se utilizaron 10
animales de los 20 previamente seleccionados, aebidue fueron PCR positivos y

tuvieron resultados positivos hacia el PPD bovimtagorueba de IFN-
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8.2.3.Prueba de hipersensibilidad retardada

En las pruebas intradérmicas el PPD es usado aant@ntracion de 100g, pero
la dosis Optima para un coéctel proteico formado popequefias proteinas puede ser
diferente, por lo que se inocularon 3 concentrasatiferentes del coctel proteico ESAT-
6+CFP-10 en cada animal: 10, 20 y 3. Asi como 30ug del coctel ESAT-6+CFP-
10+MPB83. De la misma forma, las reacciones seamadi cada 24 horas durante 4 dias
para evaluar la cinética de respuesta a dichaentmaciones. La respuesta a los antigenos
alcanzo su pico maximo a las 72 horas, como laceldsente determinado. Los animales
infectados respondieron fuertemente al PPD boyweoo las respuestas a las diferentes
concentraciones del céctel proteico fueron sigatii@mente menores. La concentracion
del coctel proteico con la que se observaron mejmspuestas fue con 2Q del coctel
ESAT-6+CFP-10 (Figura 8-9).

15 4 -o- PPDA
-=- PPDB
- 10ug E+C
E 20ug E+C
- —- 30ug E+C
g 10 4 -©- 30ug E+C+M83
£ = PBS
3
©
£
E
s
2 5|
S 5 v
Q.
8
o
0

Tiempo post-inyeccion (hrs)

Figura 8-9. Cinética de la respuesta intradérmicéosa antigenos PPDB, PPDA, y a las diferentes
concentraciones del céctel proteico, en los animafdectados con M. bovis. Los resultados estan
representados como incremento en el grosor dércaida 24 horas (lectura final-lectura inicial)

La mediana en la respuesta intradérmica con 2Cejigpdtel E+C a las 72 horas fue
de 4.5mm, comparados con los 12.5mm vistos endasciones con PPD bovino. La

mediana de la respuesta al tratamiento con 30 ugpdeel E+C+M83, que incluye Ly
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de cada proteina fue de 4.0 mm, el empleo de lzipeo MPB83 no mejord la respuesta

intradérmica y macroscopicamente la induracion esas definida (Figura 8-10).
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Figura 8-10. Respuestas intradérmicas a los amtsgeRDB, PPDA y a los 10,20 y 30ug del céctel jmote
ESAT-6+CFP-10 y a los 30 pug del céctel proteico ESACFP-10+MPB83 en los animales infectados con
M. bovisa las 24, 48, 72 y 96 horas post inoculacion.ressltados estan expresados como la diferencih en e
incremento del grosor dérmico entre la lectural finimicial. La caja sefiala los valores comprenslieiotre el
cuartil 1 y 3 (percentil 25 y 75, respectivamenta)inea central de su interior es el cuartil @r¢entil 50 6
mediana). Por fuera de la caja las lineas supsrieranferiores indican los valores maximos o mirgmo
respectivamente.

Los animales sanos respondieron débilmente al P®Ind y a las diferentes
concentraciones del coctel proteico, habiendo nesyoespuestas hacia el PPD aviar. La
mediana en la respuesta intradérmica al PPD aw@rdé 2.0 mm, comparado con los
1.0mm del PPD bovino. Las diferentes concentrasiated cOctel proteico tuvieron poco
incremento en el grosor dérmico siendo la méximspuesta de 0.5mm a las 72 horas con
10ug del coctel E+C (Figura 8-11).
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Figura 8-11. Respuestas intradérmicas a los amtsgeRDB, PPDA y a los 10,20 y 30ug del cdctel prote
ESAT-6+CFP-10 y a los 30 pg del coctel proteico E®4ACFP-10+MPB83 en los animales libre de
tuberculosis bovina a las 24, 48, 72 y 96 horas jpaxulacion. Los resultados estdn expresados damo
diferencia en el incremento del grosor dérmico estdr lectura final e inicial. La caja sefiala lodoves
comprendidos entre el cuartil 1 y 3 (percentil 2B5y respectivamente) y la linea central de suiottes el
cuartil 2 (percentil 50 6 mediana). Por fuera dedg las lineas superiores e inferiores indicanvidores
maximos 0 minimos, respectivamente.

Al comparar las respuestas intradérmicas a lasovasthde los animales enfermos y
sanos (Figura 8-12), se puede observar que losalsnmnfectados responden mas
fuertemente al PPD bovino y al coctel proteicojfarencia de los animales no infectados
quienes responden principalmente hacia el PPD.dwaconcentracion del coctel proteico
ESAT-6+CFP-10 que mostré6 una mejor respuesta fne20qg de proteina total con una
mediana de 4.5 mm en animales enfermos, la cuatdhgo respuestas en los animales

sanos.
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Figura 8-12. Comparacién de las respuestas intradés a las 72 horas hacia los antigenos PPDB, RPDA
20ug del coctel proteico ESAT-6+CFP-10 en los alemanfectados o no con tuberculosis bovihas
resultados estan expresados como la diferenciad imeremento del grosor dérmico entre la lecturalfie
inicial. La caja sefiala los valores comprendiddseesl cuartil 1 y 3 (percentil 25 y 75, respeatiante) y la
linea central de su interior es el cuartil 2 (petit®&0 6 mediana). Por fuera de la caja las liregeeriores e
inferiores indican los valores maximos o minimaosspectivamente. La diferencia estadistica entre las
respuestas fue determinada con la prueba de Krgddlis (*P <0.05, ***P<0.001).

La Norma Oficial Mexicana NOM-031-ZO0-1995, Campadfiacional contra la
Tuberculosis Bovina Mycobacterium bov)s indica que el resultado de los valores
obtenidos al PPD bovino y PPD aviar se deben degrael punto de interseccion indica
el resultado de la prueba y de acuerdo a la gréfical se interpreta el resultado como
reactor, negativo o sospechoso. Sin embargo, e@asal del uso del coctel proteico de
forma intradérmica no hay un parametro para deteima un animal como infectado o no,
por lo cual se realiz6 una curva ROC de los valmktenidos al céctel proteico y
determinar el punto de corte a estos antigenos.

La curva ROC se realizé con los resultados obtenin el tratamiento 2. Se
observa que con un incremento de 1.0 mm se obtieaesensibilidad del 95% y una
especificidad del 100% (Cuadro 8-3).
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Cuadro 8-3. Efecto del punto de corte al coctelt@icn en la prueba intradérmica para
identificar correctamente animales infectados aleotuberculosis bovina.

Punto de corte (mm) Sensibilidad % Especificidad %
>0.5 100 90
>1.0 95 100
>15 90 100
>3.0 80 100
>4.5 50 100

8.3.Estudio de campo

De acuerdo a los resultados obtenidos en el eshiltito, se decidié realizar el
estudio de campo empleando 20 pg del céctel pooteBAT-6+CFP-10 realizando la
lectura de la reaccion a las 72 horas y utilizarolmo punto de corte un incrementd..0
mm para determinarla como una reaccién positivaatelcoctel proteico. En el caso de la
prueba de IFN-se considerd una respuesta positiva hacia ellgirctieico un indice 2.0
ODils.

8.3.1.Respuesta in vitro hacia el céctel proteico

La respuestain vitro hacia el PPDB, PPDA y cOctel proteico muestra una
correlacion con la prevalencia de la enfermedaghdsi las respuestas mayores en alta
prevalencia. El indice de respuesta hacia el PR@Bsifgnificativamente mayor en el hato
de alta prevalencia (Me= 2.39 ODIs ) a diferen@dadmediana en el indice de respuesta
en el hato con baja prevalencia (Me= 1.06 ODIs)0(B&1). La mediana en el indice de
respuesta hacia el PPDA en alta prevalencia fuk®de ODIs, a diferencia los 1.18 ODIs
del hato de baja prevalencia (P<0.001). De la mimaa, los indices de respuesta hacia
el coctel proteico fueron significativamente maygoee hatos de alta prevalencia (Me= 1.95
ODIs) en comparacion con el hato de baja prevaefde=1.3 ODIs) (P<0.001). (Figura
8-13 panel A).
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En los hatos libres la mediana en el indice deuesta hacia el PPDB (1.64 y 1.02
ODIs) y PPDA (1.82 y 1.2 ODIs) con o sin presem&#aVAP, respectivamente, fue mayor
en el hato sin la infeccién con paratuberculosisO(@1). En ambos hatos el indice de
respuesta hacia el coctel proteico no fue signifiamente diferente (Me= 1.074 y 0.98
ODls con o sin presencia de MAP, respectivamem®e) (05). (Figura 8-13 panel B).

A B
4 i, Alta prevalencia 41 Libre To
= D Baja prevalencia ° =] Libre To ®
3 *rk

PPDA PPDB COCTEL PPDA PPDB COCTEL

Figura 8-13. Efecto de la prevalencia en el indieeespuestm vitro hacia el PPDB, PPDA y céctel proteico
mediante la prueba de IFN-Los resultados estan representados como med@masango intercuartil
(barras) (ODIs = OD muestra/OD PBS control). Sesiera hato con alta prevalencia >5%, y hato cga ba
prevalencia <1%° Hato con co-infeccién coll. aviumsubsp.paratuberculosisLa diferencia estadistica
entre las respuestas fue determinada con la pdeKauskal Wallis (**P<0.01, **P<0.001).

8.3.2.Respuesta in vivo hacia el coctel proteico

Para evaluar el potencial del céctel proteico saizam la respuesta intradérmica
inducida bajo diferentes prevalencias de la infatciasi como la influencia de la co-
infeccion conM. aviumsubsp paratuberculosigMAP) Se estudiaron 2 hatos infectados
con M. boviscon alta o baja prevalencia, este Ultimo con ceeicibn con MAP; de la
misma forma se estudiaron 2 hatos control libretutlerculosis bovina, uno de ellos con
presencia de MAP.

La respuesta intradérmica hacia los antigenos PPBBA y coctel proteico fueron
mayores en el hato de alta prevalencia a tubetisubavina, el PPDB indujo las mayores
respuestas (Me= 9.5 mm) (Figura 8-14 panel A).
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En el hato de baja prevalencia las respuestaénmicas hacia el PPDB y PPDA

fueron similares (Me= 1.0 mm), lo que puede sesada por la co-infeccion con MAP

(Figura 8-14 panel A).

En los hatos libres de tuberculosis las mayoreguestas se observaron hacia el

PPDA, siendo mayores en el hato con co-infecciGnMAP. No se observaron respuestas

hacia el céctel proteico en los hatos libres dertddosis bovina, a pesar de la presencia de

MAP (Figura 8-14 panel B).
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Figura 8-14. Respuestas intradérmicas hacia ldgearis PPDB, PPDA y céctel proteico. A) Respuestas
intradérmicas hacia los antigenos PPDB, PPDA yetf@cbteico en hatos con alta ] y baja prevalencia)

a tuberculosis bovina. Se considera hato con a#tsafencia >5%, y hato con baja prevalencia <1%. B)
Respuestas intradérmicas hacia los antigenos PPPBA y céctel proteico en hatos libres de tubesislo
bovina con 7 ) o sine] presencia de MAP. Los resultados estdn expresemm® la diferencia en el
incremento del grosor dérmico entre la lectural faanicial. Las barras rojas representan las nmediay
rango intercuartil. La diferencia estadistica emai® respuestas fue determinada con la prueba aek#r

Wallis (**P<0.01, **P<0.001).

® Hato con co-infeccién coM. aviumsubsp paratuberculosis
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8.3.3.Evaluacion del céctel proteico ESAT-6+CFP-10 en paueba de
de IFN-y en el diagndstico de la tuberculosis bovina

Se compararon los resultados de la prueba ceracaparativa (PCC) y los indices
de respuesta inducidos hacia el céctel proteicacyahel PPD (PPDB-PPDA) en la prueba
de IFNy.

En el hato de alta prevalencia de tuberculosis faowion la prueba cervical
comparativa hubo 45.6% de reactores (63/138), 2&% rdmales negativos (29/138) y
33.3% de animales sospechosos (46/138). Sin embpaga el analisis de los resultados
los animales sospechosos fueron considerados vegjatila prueba cervical comparativa,
teniendo asi 54.3% (75/138) de animales negativa$&C.

Con el empleo del PPD en la prueba de 18 animales fueron clasificados como
positivos, de los cuales 56 fueron reactores &J@ K 34 fueron negativos a la PCC. 48
animales fueron negativos en la prueba de¥FR-de ellos fueron reactores a la PCC y 41
fueron negativos a la PCC. La concordancia porcendiappa fue moderada (K=0.421,
P<0.001) (Figura 8-15 panel A).

Por otra parte, con el empleo del coctel proteitdagorueba de IFN-73 animales
fueron clasificados como positivos, de los cuake$ueron reactores a la PCC y 29 fueron
negativos a la PCC. 65 animales fueron negativda prueba de IFN; 19 de ellos fueron
reactores a la PCC y 46 fueron negativos a la R@Concordancia por indice Kappa entre
las pruebas fue baja (K=0.308, P<0.001) (Figur® ®dnel B).

Al comparar los indices Kappa obtenidos se obsewa no hay diferencia
estadistica al utilizar el PPD o el coctel protegrola prueba de IFM-en hatos con alta

prevalencia a tuberculosis bovina (Kappa globaB7®, P=0.287).
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Prueba Cervical Comparativa Prueba Cervical Comparativa
+ = Total + - Total
IFNy |+ 56 34 90 IFNy |+ 44 29 73
(P - 7 41 48 (Coc® - 19 46 65
Total 63 75 138 Total |63 75 138
A B

Figura 8-15. Concordancia entre la prueba cergigalparativa y la prueba de IFNempleando el PPD (A) o
el coctel proteico ESAT-6+CFP-10 (B) en el hato efta prevalencia a tuberculosis bovina. PPD= (PPDB
PPDA).

En el hato de baja prevalencia de tuberculosisnaoeon el uso del PPD en la
prueba de IFN- se detectd 5 animales positivos, de los cualeselréactor a la PCC
(K=0.318, P<0.001). En cambio, al emplear el copteteico en la prueba de IFNse
detectaron 15 animales positivos los cuales fueregativos a la PCC (K= -0.025,
P=0.620) (Figura 8-16).

Al comparar los indices Kappa obtenidos se obsgmeala concordancia es muy
baja al utilizar el PPD o el céctel proteico enplaieba de IFN+- en hatos de baja

prevalencia a tuberculosis bovina (Kappa globd&:217, P=0.159).

Prueba Cervical Comparativa Prueba Cervical Comparativa
+ - Total + - Total
IFN«y |+ 1 4 >] IFNy |+ 0 15 15
e - 0 71 71 (a2 - 1 60 61
Total 1 75 76 Total |1 75 76
A B

Figura 8-16. Concordancia entre la prueba cercicalparativa y la prueba de IFNempleando el PPD (A) o
el coctel proteico ESAT-6+CFP-10 (B) en el hatdbdg@ prevalencia a tuberculosis bovina con co-oifec
con MAP. PPD = (PPDB-PPDA).
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8.3.4.Evaluacién del coctel proteico ESAT-6+CFP-10 en paueba
intradérmica para el diagnoéstico de la tuberculesbovina

Al analizar los resultados de la prueba cervicahgarativa PCC) y el coéctel
proteico empleado de forma intradérmica en el lwato alta prevalencia 63 animales
respondieron positivamente hacia el céctel protedeolos cuales 48 fueron reactores a la
PCC y 15 fueron negativos a la PCC. Es importargecmonar, que 14 de estos animales
fueron clasificados como sospechosos a la PCC yueanimal catalogado como negativo
(Cuadro 8-4). Es decir se identificaron 11% (15)138imales mas que no fueron
identificados con la PCC (Figura 8-17 panel A), doe sugiere un aumento en la
sensibilidad en la prueba intradérmica usando eket@roteico. La concordancia entre las
pruebas fue moderada (K=0.561, P<0.001).

En el hato de baja prevalencia, con la PCC soldetecté un animal reactor,
mientras que con el coctel proteico se detectéidaas infectados los cuales no fueron
identificados por la PCC. (3 de estos animalesofuetasificados como sospechosos por la
PCC,Cuadro 8-4) La concordancia entre las pruebasn@ila (K= -0.0240, P=0.729)
Figura 8-17 B).

Al comparar los indices Kappa obtenidos se obsgmano hay concordancia al
utilizar el coctel proteico de forma intradérmiaatre hatos de alta y baja prevalencia a
tuberculosis bovina (Kappa global= 0.0259, P<0.001)
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Prueba Cervical Comparativa Prueba Cervical Comparativa
+ - Total + - Total
Coctel + 48 15 63 Coctel s 0 8 8
intradérmico intradérmico
- 15 60 75 - 1 67 68
Total |63 75 138 Total |1 75 76
A B

Figura 8-17. Concordancia entre la prueba cervicaiparativa y la prueba intradérmica empleanddP®& P
el coctel proteico ESAT-6+CFP-10 en el hato de @)ao baja (B) prevalencia a tuberculosis bovina co-
infeccion con MAP.

En el Cuadro 8-4 se resume el numero de animal#ifidados por el coctel
proteico en la prueba de IFNe en forma intradérmica, los cuales no fuerontifieados
por la prueba cervical comparativa en hatos de \altaaja prevalencia a tuberculosis

bovina.

Cuadro 8-4. Numero de animales detectados con elded coctel proteico en forma
intradérmica y en la prueba de IFN-en animales sospechosos y negativos determinados
por la prueba cervical comparativa en hatos dehaltbaja prevalencia.

Prevalencia| Prueba Cervical n IFN-y (%) Prueba intradérmica (%)
Comparativa
Alta Sospechoso 46 20 14
Negativo 29 9 1
Total 29 39 15 @0)
Baja Sospechoso 10 4 3
Negativo 65 11 5
Total 15 (20) 8 (11)
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8.3.5.Uso del PCR a partir de exudado nasal en el diagtiés de la

tuberculosis bovina

En el presente estudio se tomaron muestras de @xutsal de todos los bovinos
analizados con el objetivo de evaluar su uso Yyestt@ que tiene sobre el diagnostico de la
tuberculosis bovina.

En el hato de alta prevalencia con el uso aditilopdotocolo de PCR a partir de
exudado nasal es posible identificar 38 animales qu& no son identificados por las
pruebas intradérmicas (27.5%), quedando solaméntmiinales sospechosos (11.5%) y 7
animales negativos a estas pruebas, debido quindestado anergico de la infeccion. De
los 48 animales que respondieron positivamenteahbis 2 antigenos en la prueba
intradérmica, 30 fueron PCR positivos. Por otrdgyade los 63 reactores al coctel proteico
intradérmico, 40 fueron PCR positivos. Una propimrcimilar en los reactores al PPD se
confirmaron por PCR (38/63) (Figura 8-18 panel A).

Al analizar el diagndstico con el uso de la PCGM-} con los PPDs se observa
que con el PCR es posible identificar un 14.5% 128) mas animales que no son
identificados con estas pruebas. Mientras que 346%2) animales tuvieron respuestas

positivas en las 3 pruebas (Figura 8-18 panel B).

(A) *5 sospechosos PCC (B) RN R
*7
B-APPD
*9 sospechosos PCC E *17 sospechosos PCC
1 negativo PCC 10 negativos PCC
*16 sospechosos PCC
21 negativos PCC = *8 sospechosos PCC
7 negativos a todas las pruebas 7 negativos a todas las pruebas 12 negativos PCC
16 sospech a PCC negativos a 14 sospechosos PCC negativos a
las otras pruebas Ilasoiraspmebas

Figura 8-18. Diagramas de Venn que muestran etcefaditivo del uso del PCR a partir de la extracdié
ADN de exudado nasal en el diagnéstico de la tulbests bovina en el hato de alta prevalencia (r8).1@3\)

Se muestra la relacion de los resultados de labprwervical comparativa (PCC), el cOctel proteico
intradérmico (I-Coctel) y el PCR. (B) Relacion dss Iresultados a la prueba cervical comparativa JPCC
prueba de IFN-conAPPD (B-PPDB) y PCR.
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En el hato de baja prevalencia con el primer métbagndstico propuesto, es decir,
con la PPC y coctel proteico intradérmico el usb RER nos permite identificar 22
animales mas, mientras que el segundo meéetodo (P@@eaba de IFN- con PPD) nos
permitiria identificar 28 animales mas. En esteocas puede observar que con el empleo
intradérmico del céctel proteico es posible idécdif a un mayor nimero de animales, a

diferencia del empleo del PPD en la prueba deykNgura 8-19).

(A) SospechosoaPcC  (B)

LA

*3 sospechososa PCC *5 sospechosos a PCC
41 negativos a todas las pruebas 38 negativos a todas las pruebas
4 sospechosos a PCC negativos a las otras pruebas 5 sospech a PCC negativos a las otras pruebas

Figura 8-19. Diagramas de Venn que muestran eteefatitivo del uso del PCR a partir de la extracaié
ADN de exudado nasal en el diagndstico de la tutbesis bovina en el hato de baja prevalencia. (n£Xp

Se muestra la relaciéon de los resultados de labpreervical comparativa (PCC), el céctel proteico
intradérmico (I-Coctel) y el PCR. (B) Relacion dss Iresultados a la prueba cervical comparativa JPCC
prueba de IFN-conAPPD (B-PPDB) y PCR.
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8.3.6.Evaluacion del céctel proteico en bovinos libres einfeccion
con M. bovis y la influencia de la infeccién por Mavium subsp.
paratuberculosis.

En la Figura 8-20 se muestra que el coéctel proteico induce respuestas
intradérmicas en animales no infectados, a peskr iddeccion con MAP, a diferencia del
uso de los PPDs. La mayor respuesta en estos haobBacia el PPDA, siendo mas

evidente la respuesta hacia este antigeno encetbatinfeccién con paratuberculosis.
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Figura 8-20. Respuestas intradérmicas inducidaglppPDA, PPDB y céctel proteico en animales lilites

la infeccién conM. bovis (A) Hato sin evidencia de infeccion cdh aviumsubsp.paratuberculosis (B)
Hato con infeccidon corM. avium subsp.paratuberculosis. Los resultados estdn expresados como la
diferencia en el incremento del grosor dérmicoesltrlectura final e inicial. Las barras rojas esgntan las
medianas y rango intercuartil. La diferencia estacH entre las respuestas fue determinada comuéba de
Kruskal Wallis (**P<0.01, *** P < 0.001).
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8.4. Sensibilidad del método de deteccion de M. bovisdiante PCR
simple y anidado
Se determin6é que con el PCR simple de mpb70 edblpodetectar 1xTOufc,
mientras que el [imite minimo de deteccién delqmolo de PCR anidado es de 1kic
(Figura 8-21).

PCR Simple
mpb70
{372 pb)
Identificacién UFC/ml
1 1x10°
2 1x104
3 1x10°
4 1x10?
5 1x10t
6 1x10°
PCR Anidado
mpb70
(208 pb)

Figura 8-21. Sensibilidad de la prueba de PCR sip@nidado a partir de exudado nasal. Gel de sgaalo
2% tefiido con bromuro de etidio, en el que se @bsen el primer carril el marcador de peso moleatlda
100bp, carriles identificados 1 al 6 producto @enplificacion del gen mpb70 a partir de una séhude

PBS 1X inoculada experimentalmente con distintasentraciones de M. bovis ANS.
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9. DISCUSION

Los esfuerzos que se han hecho en el control delblerculosis bovina, han
permitido la disminucion de la prevalencia de estéermedad en varios estados de la
republica (38); sin embargo, su erradicacion espticada debido a varios factores, uno de
ellos es la baja especificidad del PPD actualmetilizado en las pruebas diagndsticas, por
esto es necesario la implementacion de pruebasneyor especificidad que permitan la
identificacion de los verdaderos negativos. A pal#i la descripcion de la prueba de HN-
(41) se han hecho innumerables investigaciones @aabuar su capacidad diagndstica
mostrando ser mas sensible y especifica que labarimradérmica. Sin embargo, la
exposicion a otras micobacterias o la co-infecaon M. avium subspparatuberculosis
afecta la especificidad de esta prueba, incremedatal nimero de reacciones falsas
positivas (120).

En el presente estudio se compararon las respuigstasidas hacia el céctel
proteico ESAT-6+CFP-10 y hacia el PPD en animaile®d de tuberculosis bovina y
animales infectados naturalmente, con el objetevamilizar las ventajas que ofrece el uso
del coctel proteico en el diagnostico de la tublesis bovina. Estas comparaciones se
realizaron en la prueba vitro de IFNy y en la prueban vivo de intradermorreaccion.

Respecto a la prueba de IFNen el hato de alta prevalencia mas del 60% de los
animales reactores a la prueba cervical comparativigron respuestas positivas hacia
ambos antigenos en la prueba de iEMdicionalmente 40% de los animales clasificados
como sospechosos o0 negativos a la prueba de lectiliba tuvieron respuestas positivas
hacia ambos antigenos, por lo que es mas probabléagnayoria de estos animales estén
infectados y no hayan sido identificados por laepeude campo. Por lo tanto, si la prueba
de IFN« se realizara en animales negativos y sospechdsograeba intradérmica, con el
uso del PPD se detectaria 25% mas de animalestrasegue, con el uso del coctel
proteico esta proporcion seria del 21%.

Sin embargo, el mayor beneficio del uso del cAoteteico en la prueba de IFN-

se observa en hatos de baja prevalencia, en ddri2leg2e de estos animales mostraron

66



respuestas positivas hacia el coctel proteico. 9 easo con el PPD una baja proporcion
de animales pudo ser clasificado como positivay debido a una fuerte reaccién hacia el
PPD aviar debido a la co-infeccién dgn aviumsubspparatuberculosigdo que disminuye

la especificidad de las pruebas basadas en el eils®RD. Esto ha sido previamente
reportado en ganado infectado experimentalmentd/cavium(107, 121-122) y en hatos
con una co-infeccion con MAP, en donde se repou®e € 50% de los animales tuvo
respuestas falsas negativas en la prueba de [ER3).

Es importante sefialar que también se observé deeewnitia significativa tanto en
el tamafio de la reaccion intradérmica como enditénde respuesta en la prueba de JFN-
en los hatos de alta y baja prevalencia de tubesigjlsiendo mayores las respuestas en el
hato de alta prevalencia, esto puede ser explieaduarte, por el nivel de exposicion hacia
M. bovisy por el grado de infeccion, ya que existe unaetacion positiva entre el tamafio
de la reaccion intradérmica y la extension de talpgia (54). Sin embargo, también se ha
descrito una disminucién en las respuestasivo e in vitro en animales con una co-
infeccion con paratuberculosis, resultando en israiducion de la sensibilidad (123).

Los resultados anteriores demuestran la neceseladatizar pruebas secundarias a
la prueba de intradermorreaccion para aumentaernailslidad y especificidad de esta
prueba. En hatos de alta prevalencia la pruebgNig puede ser realizada usando el PPD
o el coctel proteico. En hatos de baja prevalencian co-infeccion con paratuberculosis lo
ideal es el uso del céctel proteico ya que la restauhacia estos antigenos no se ve
afectada por esta co-infeccion.

A pesar de que el uso del coctel proteico en lal@ude IFNy ha demostrado tener
una mayor especificidad que la prueba cervical @atya, sobre todo en hatos de baja
prevalencia (124-125), su aplicabilidad es difidébido a su alto costo y a las limitaciones
logisticas en su desarrollo. Es por ello que séiz#nk influencia en el diagnéstico de la
tuberculosis bovina al emplear el coctel proteiecopde forma intradérmica junto con la
prueba cervical comparativa.

Como primer paso se realizd un estudio piloto cén ahimales infectados
naturalmente, los cuales se seleccionaron en blaseresultados positivos de la prueba de

IFN-y y PCR, ademas de que habian sido reactores adhgcervical comparativa en dos
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ocasiones anteriores. Se probaron diferentes cotacemes del coctel proteico, 5, 10 y
15 ug de cada proteina con el objetivo de detemfégneoncentracion 6ptima y el tiempo
de lectura de la reaccion. En estudios anteri@es®rto que era necesario el uso de altas
concentraciones de proteina para inducir reaccimmieglérmicas en bovinos @00 pg) y
ademas era necesario un mayor tiempo de lectula maccion (96 horas en lugar de 72
horas) (15). Sin embargo, en el presente estudipdsible obtener respuestas con la dosis
minima (5 pg de cada proteina), siendo mejoresuocanconcentracion de 10 ug. El pico
maximo de la reaccion se observo a las 72 horagjddiene la ventaja de que la lectura de
la reaccion hacia el PPD y hacia el coctel protpisede realizarse al mismo tiempo.

Ademas de las diferentes concentraciones del cpad&tico analizadas, se evaluo
un cuarto tratamiento compuesto por una combinad#tas proteinas ESAT-6, CFP-10 y
MPB83, esta ultima proteina se incluyo debido atepcal mostrado en pruebas
intradérmicas en cobayos (108); sin embargo, dusian no mejoro la respuesta inducida
por el coctel proteico ESAT-6+CFP-10 por lo quedsgeidid no incluirla en estudios
posteriores. En un reciente reporte que analipoteincial de estos antigenos en la prueba
intradérmica en bovinos infectados naturalmentg alstores mencionan un efecto aditivo
con el uso de la proteina MPB83 aunque este nigrificativo (126).

Los resultados de las reacciones intradérmicascidds por la dosis de 10 pg de
cada componente del céctel proteico en animalestados y libres de tuberculosis bovina
fueron usados para realizar una curva ROC y amadizafecto del punto de corte en la
sensibilidad y especificidad de la prueba con emtbigenos. Con un incrementd mm la
sensibilidad y especificidad estimada es de 95%0¢4d, respectivamente.

Posteriormente, se compararon los resultados alo®rion esta dosis del coctel
proteico (10 pg de cada proteina) y con la pruebaaal comparativa (PCC) en el hato de
alta y baja prevalencia de tuberculosis bovina.eEhato de alta prevalencia hubo 63
reactores a la prueba cervical comparativa (45@%)ismo nimero de animales positivos
hacia el coctel proteico, pero no los mismos ares)ala que con el uso del céctel proteico
se pudo identificar al 30.4% de animales catalogamomo sospechosos a la PCC, y un
animal catalogado como negativo. Es decir se ifiemtun 11% mas de animales que no
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fueron identificados con la PCC. Lo que demuestraaumento en la sensibilidad de la
prueba intradérmica empleando el cOctel proteico.

A pesar de que la respuesta intradérmica con eélcpmteico es menor que la
respuesta obtenida con el PPD, su uso en paradeinite una mayor identificacion de
animales infectados, permitiendo esclarecer elltestu sospechoso de la prueba cervical
comparativa, sin necesidad de repetir la pruebdi@ddespués.

La respuesta hacia los antigenos en la pruebadémtréca en el hato de baja
prevalencia con co-infeccion con MAP es muy difégecon la PCC solo se pudo detectar
un animal reactor, mientras que 13 % fue clasificeomo sospechosos, esto debido a una
fuerte respuesta hacia el PPD aviar. Sin embagefjepctel proteico identifico 8 animales
infectados (10.5%), de los cuales, 3 fueron clzmifos como sospechosos y 5 como
negativos por la prueba cervical comparativa. Bayuie el uso del coctel proteico en hatos
con co-infeccion con MAP, compensa la baja esped#d del PPD.

En resumen, se puede decir que el uso del codipp permite identificar a una
importante proporcion de animales que escapanidetdificacion con la prueba cervical
comparativa, incrementando su sensibilidad y efipeleid empleandolo en la prueba de
IFN-y o en forma intradérmica; sin embargo, esta Ultifnace la ventaja de que se puede
realizar al mismo tiempo que la prueba cervical parativa evitando los problemas
logisticos que conlleva la pruetmavitro (Cuadro 8-4).

El diagndstico definitivo de la tuberculosis bovaerealiza con el aislamiento de la
micobacteria; sin embargo, en algunos casos essibsipabtener un aislamiento a pesar de
gue los bovinos sean reactores a las pruebas éntnézhs, esto es mas frecuente en
prevalencias bajas de la infecciéon. En los Ultimfies ha habido un gran avance en el
desarrollo de herramientas de biologia moleculax permiten una identificacibn mas
rapida de la infeccion. Una de estas pruebas &CH, el cual generalmente se realiza
después de la extraccion de ADN de los tejidosesthgsos; sin embargo, una herramienta
poco empleada es el PCR a partir de la extraca@oARN de exudados nasales, debido a
gue es necesario que el animal este excretandwddacteria para que pueda ser detectada
(60). Estos periodos de excrecion son intermiteyteasrian de un individuo a otro por el
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grado de infeccibn o debido a una variacion emekistencia o susceptibilidad a la
infeccion (127).

En el presente estudio se evalud el beneficio stelde este protocolo de PCR en un
diagnéstico integral de la tuberculosis bovina.r&dizé un sistema de PCR anidado, ya
que en este estudio se demostré que con el PCRessappuede detectar 1X10fc en
solucién salina, mientras que con el PCR anidadposible detectar hasta 1X10fc en
solucion salina. La sensibilidad de este sistempusgle mejorar con otros métodos de
extraccion de ADN mas eficientes; sin embargo ébdw@empleado es econdmico, simple
de realizar y tiene una sensibilidad aceptable (92)

Como se mostro anteriormente el uso del coctebjpm de forma intradérmica en
paralelo con la prueba cervical comparativa esapt@dn mas practica que puede llevarse
a cabo y que permite la identificacion de variosnaies que no son identificados por esta
tltima prueba. Si se usara el PCR en estos arsnsalgoodria detectar a un importante
numero de animales que estan excretando la miatmgtque son una fuente de infeccion
para el resto del hato. En el hato de alta preeaenomo se esperaba hubo un alto nimero
de animales identificados por PCR (62%) (85/138),d8 los cuales tuvieron respuestas
positivas hacia ambos antigenos aplicados de formaérmica.

El PCR nos permitié corroborar algunos de los tadok obtenidos con el céctel
proteico, de los 63 reactores hacia el céctel moten el hato de alta prevalencia, 40
fueron PCR positivos (63%). Mientras que el hatddg prevalencia mas del 80% (7/8)
de los reactores al coctel fueron PCR positivosinifortante mencionar que el hecho de
gue el resto de los animales que respondieron leateacéctel y fueron PCR negativos, no
significa que no estén infectados, simplemente @uestar en un periodo de no excrecion
de la micobacteria.

Un dato interesante es que en el hato de bajalpreva hubo un nimero alto de
animales PCR positivos, los cuales no pudieronigamtificados con las otras pruebas
diagnosticas, esto puede ser debido a la bajaesspen las pruebas vivo e in vitro en
estos animales, que impide un incremento significagn el grosor intradérmico causado

por la co-infeccion con MAP o por una sensibiligaci (55, 123). Esto confirma que la
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sensibilidad de las pruebas de campo se ve afeptadia presencia de paratuberculosis,
enmascarando la prevalencia real de la infecciénuyberculosis bovina.

La especificidad del coctel proteico fue evaluaddatos libres de la infeccion. No
se observo ninguna respuesta intradérmica haadécétl proteico a pesar de la infeccion
con paratuberculosis, a diferencia de las reacsiamducidas hacia el PPD aviar y PPD
bovino. Demostrando ser altamente especifico. &stouerda con los resultados obtenidos
en animales vacunados cadvl. bovis BCG, los cuales tuvieron fuertes respuestas
intradérmicas hacia el PPD pero no hacia el cqutateico el cual estd compuesto por
antigenos que solo se encuentran presentes emplejoM. tuberculosig126).

Una de las principales limitantes de este estudkolé falta del aislamiento para
confirmar una infeccibn corM. bovis Esto nos hubiera permitido determinar la
sensibilidad y especificidad del coctel proteicoy embargo con la alta especificidad
observada en hatos libres de la infeccion y corrdgsitados obtenidos en los animales
infectados podemos proponer el uso del coctel jgmten la prueba intradérmica en
paralelo con la prueba cervical comparativa, stimle en hatos de baja prevalencia, o en
hatos con una co-infeccidn con paratuberculosis.

Finalmente, uno de los objetivos del presente estrd la expresion y purificacion
de las proteinas recombinantes ESAT-6 y CFP-10e&toin de realizar la evaluacion
anteriormente analizada y contar con el sistemaexpresion para las proximas
investigaciones. Sin embargo, debido a los proldeemala expresion de estas proteinas,
tuvimos la necesidad de solicitar la donacién dases pesar de ello, se continuaron los
trabajos de expresion y purificacion. Al término dete proyecto se concluyo la
estandarizaciéon de la expresion y purificacion deptoteina ESAT-6. Respecto a la
proteina CFP-10 se logré obtener un sistema deesidor eficiente; sin embargo, la
purificacion de esta proteina ha sido complicadasidiea que no puede ser purificada
mediante cromatografia de afinidad a metales. Aampee esto, se ha intentado su
purificacion mediante cromatografia de intercamb@nico obteniendo resultados
alentadores, de la misma forma, se estad trabajamdda estandarizacion de la re-

purificacion de esta proteina mediante exclusioneoutar. Con el objetivo de tener la
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capacidad de producir y purificar ambas proteimasamtidad suficiente para las proximas

evaluaciones.
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10. CONCLUSIONES

Es posible inducir reacciones intradérmicas en rasvicon el uso de pequefias

concentraciones (10 pg de proteina) de antigetersete purificados.

El uso intradérmico del coctel proteico en paralelan la prueba cervical
comparativa permite la identificacion de animalespgchosos a la prueba cervical

comparativa.

En hatos con co-infeccion con paratuberculosis @dtet proteico mejora la
identificacion de los animales infectados con tobkesis bovina, incrementando asi

la especificidad del diagnostico.

El uso de estos antigenos altamente especificasdoge reacciones en animales
sensibilizados a la exposicion por micobacteriadiantales o infectados con
paratuberculosis.
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11. PERSPECTIVAS

Es necesario realizar mas estudios de campo pataaeel comportamiento del
coctel proteico administrado de forma intradérmiea diferentes prevalencias de
tuberculosis bovina. De la misma forma se debeuavatl uso de otros antigenos que
mejoren la sensibilidad de este coctel y que pamid identificacion de un mayor nimero
de animales. Algunos de estos antigenos puede BHD.4, PE5, PE13, Rv3615c y
OmpATD los cuales identifican animales infectados o son detectados con las proteinas
ESAT-6 y CFP-10 y que podrian tener un efectoawi{i10, 126, 128-129).

De la misma forma es importante evaluar el uso éwigos sintéticos de estas
proteinas, ya que al ser sintetizados quimicamenteas facil su estandarizacion y control

en la calidad.
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