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RESUMEN

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa que representa un problema
mundial tanto en humanos como en animales. La tuberculosis bovina (TBB) es causada
por Mycobacterium bovis y provoca grandes pérdidas econdmicas al sector pecuario,
ademas de representar un problema de salud publica, ya que se considera como una
enfermedad zoonédtica. Por ello, es necesario encontrar estrategias efectivas para el
control de la TBB, como la implementacion adecuada de medidas sanitarias contra la
infeccion, aunado a ello la vacunaciéon en animales recién nacidos. El Bacilo de
Calmette-Guérin (BCG) representa una excelente vacuna para la inmunizacidon de
animales de campo, ya que posee las cualidades requeridas para una vacuna
veterinaria, como bajo precio y patron de seguridad excelente. Sin embargo, un
inconveniente de la vacunacion con BCG es que puede sensibilizar los animales a la

prueba de la tuberculina e invalidar el diagnéstico.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la respuesta inmune de becerras
vacunadas con BCG, mediante un grupo de 5 animales vacunados con una dosis de
1x10° UFC (unidades formadoras de colonias) de BCG cepa Phipps. Las becerras fueron
monitoreadas por un periodo de 9 meses, para evaluar las respuestas inmunes celular,
humoral, asi como las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8". Ademas, se intentd

detectar el patégeno por aislamiento bacteriolégico y PCR.

Después de la vacunacion, se observo un incremento de los niveles de interferén-
gamma (IFN-y) hacia el derivado proteico purificado (PPD) bovino entre los dias 21 y
150 y ante el PPD aviar, al dia 60. En cuanto a la produccion de IFN-y hacia los
antigenos especificos ESAT-6 y CFP-10, se percibieron ligeros incrementos
principalmente en el grupo no vacunado. Ademas, al dia 180, los niveles de IFN-y hacia
ambos antigenos se incrementaron fuertemente en un animal del grupo no vacunado,
el cual fue reactor a la prueba de la tuberculina, positivo en las pruebas de ELISA y
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) anidada. No se observaron cambios
significativos tanto en los niveles de anticuerpos como en las subpoblaciones de
linfocitos T CD4" y CD8". Finalmente, se logré amplificar el gen MPB70 en varias
becerras durante el estudio y en las ultimas dos tomas de muestras, todas fueron

positivas a la PCR anidada.



Los resultados demostraron que la vacunacion con BCG cepa Phipps, empleado a una
dosis de 1 x10° UFC, ocasiond una respuesta inmune moderada, de tipo Thl, en
becerras menores a tres meses de edad, representada por el incremento de la
produccién de IFN-y hacia el PPD bovino. Sin embargo, la inmunizacién no sensibilizé
los animales a la prueba de la tuberculina, por lo cual, se podria considerar como una

estrategia en el control de la TBB en hatos de altas prevalencia.



1.- INTRODUCCION

1.1.- Definicion de la enfermedad

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infectocontagiosa crénica, causada por
bacterias que pertenecen al complejo Mycobacterium tuberculosis (CMTB). Se
caracteriza por la formacién de lesiones granulomatosas, principalmente en
linfonddulos y pulmones y puede llegar a afectar los odrganos digestivos,
genitourinarios, huesos, articulaciones y difundirse por todo el organismo. La TB se
transmite principalmente por la inhalacion de bacilos, eliminados en la tos y el
estornudo de individuos infectados. Ademas, existe el contagio por via digestiva,
donde la infeccion se adquiere al ingerir quesos frescos o leche contaminada no
pasteurizada (Morales y cols. 2008; Diaz y cols. 2010; Periodismo de Ciencia y

Tecnologia 2000).
1.2.- Salud publica e impacto econémico

En América Latina, la erradicacién de la tuberculosis humana (TBH) y bovina (TBB)
constituye un problema dificil de solucionar. En los bovinos, la TB es causada por
Mycobacterium bovis y se considera como una enfermedad zoonética, ya que se ha
reportado que origina de 5 a 10 % de los casos de TBH. La transmisién de la
enfermedad, en la poblacién humana, se hace por contacto fisico con animales
infectados, en especial la poblacién rural, personal de frigorificos y de la industria de la
carne, veterinarios y laboratoristas, entre otros. Ademas, se relaciona con el consumo
de leche y sus derivados no pasteurizados. Por ejemplo en México, la poblacion de
bovinos lecheros estaba constituida de 2 374 623 cabezas en 2010. El problema es que
se estima que 30 % de los 7 mil millones de litros de leche producida anualmente se
vende cruda, sin medidas sanitarias para el control de la TBB (Campo mexicano 2010;
Periodismo de Ciencia y Tecnologia 2000; Ldopez y cols. 2006; Hope y cols. 2008:
Zendejas y cols. 2007; Toledo y cols. 1999: Latini y cols. 1997).

Conjuntamente con los problemas de salud publica, la TBB provoca serias
implicaciones econdmicas, ademds de las pérdidas directas por la muerte de los
animales, es responsable de bajas en la produccién. Se estima que la TBB disminuye la

produccién de leche en un 17 %, reduce la ganancia de peso y la tasa de conversién



alimenticia en un 15 %, la fertilidad en un 6 % y causa el decomiso de canales en
rastros. Por otra parte, en el comercio, se ha convertido en una de las principales
barreras para la exportacién de animales y productos derivados. Esto trae como
consecuencias descontrol en el mercado interno y disminucién de los precios. En el
pais, se lleva a cabo una campafia para el control y la erradicacién de esta enfermedad.
De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana, los animales positivos a la prueba de la
tuberculina deben ser sacrificados y en ganado lechero donde las prevalencias son
elevadas, esto es incosteable (Periodismo de Ciencia y Tecnologia 2000; Zendejas y

cols. 2007; NOM-031-Z00-1995).

1.3.- Generalidades de las micobacterias patogenas

Las micobacterias pertenecen al orden Actinomicetales, a la familia Mycobacteriaceae
y al género Mycobacterium. El género esta dividido en dos grandes grupos: el CMTB y
las micobacterias no-tuberculosas. EI CMTB estda compuesto de M. bovis, M.
tuberculosis, M. canetti, M. africanum, M. caprae, M. pinnipedii y M. microti. Todas
estas micobacterias son patogenas y agentes etioldgicos de la TB en mamiferos (Ward

y cols. 2005).

La morfologia caracteristica de las micobacterias suele ser bacilar, ligeramente
curveada, con una longitud de 3 a 5 um. Los bacilos intracelulares facultativos son
aerobios estrictos, no forman esporas y son de crecimiento lento. El crecimiento es
favorecido con una atmosfera de 5-10 % de CO; y un rango de temperatura entre 30-
42 °C. Una caracteristica de las micobacterias es que son acido alcohol resistente en la
tincidon de Ziehl Neelsen, es decir que una vez tefida con fucsina bdsica, tienen la
capacidad de resistir a la decoloracién de una combinacion de alcohol-acido, debido a
la alta concentracién de acido micdlico en su pared celular (Ward y cols. 2005; De

Hoyos V. 2009; CONETB 1998).

La envoltura micobacteriana es una estructura compleja, constituida por la capsula,
pared celular y membrana plasmatica. La cdpsula representa la capa externa de la
envoltura y sirve de proteccion contra multiples factores externos. Entre los principales

componentes, se encuentran los acidos micdlicos, los glicolipidos y algunas proteinas,



responsables de la inmunogenicidad de la bacteria. Los acidos micdlicos son acidos
grasos complejos de gran importancia taxondmica para las micobacterias y bacterias
de géneros relacionados como Nocardia y Corynebacterium. En las micobacterias, los
acidos micélicos tienen de 70-80 carbonos y se les atribuyen el caracter hidrofébico de
la cdpsula. La pared micobacteriana se localiza por debajo de la capsula y posee un
elevado contenido en lipidos (50-60%), que participa, de igual forma, en el caracter
hidrofdbico de la envoltura vy la hace refractaria al ataque por hidrélisis enzimatica. La
pared celular esta constituida por el complejo macromolecular formado por acidos
micélicos-arabinogalactano-peptidoglucano. Finalmente, la membrana plasmatica
tiene las caracteristicas bioldgicas y bioquimicas de cualquier membrana, aunque en
las micobacterias, los derivados de fosfolipidos se caracterizan por estar altamente
glicosilados, dando lugar a moléculas como el lipoarabinomanana (LAM), que tiene un

papel en la patogénesis de la TB (Gorocica y cols. 2005).

1.4.- Agente causal de la tuberculosis bovina

El bacilo M. bovis es un organismo microaerofilico, de crecimiento lento, con un
tiempo de multiplicacion de 15 a 18 horas en condiciones favorables. Por ello, son
necesarias de 1 a 3 o mas semanas de incubacion para tener un crecimiento apreciable
en los medios de cultivo convencionales, como Lowenstein Jensen o Middlebrook, con
una temperatura de 37°C y una atmosfera humidificada de 5-10% de CO,. la
morfologia de las colonias de M. bovis suele ser disgdnica, pequeiia, de aspecto
escamoso y no cromogeno. La bacteria es moderadamente resistente al calor,
desecacion y muchos desinfectantes, debido a las caracteristicas hidrofdbicas de su

superficie (Kubica y cols. 2006; Payeur y cols. 1993).

1.5.- Patogenia de la tuberculosis bovina

La TBB es una enfermedad infecciosa que afecta principalmente los nédulos linfaticos
asociados al tracto respiratorio de los bovinos. El ganado es mas propenso a ser
infectado con M. bovis a través de la inhalacidon de gotas de aerosol que contienen
estos bacilos. Las gotas pueden permanecer en el aire hasta una hora con bacilos vivos,

actuando como reservorios del microorganismo y creando un riesgo elevado para la



infeccion. Una lesion primaria se implementa después de la interaccién del huésped
con el patégeno. La enfermedad depende del establecimiento y proliferaciéon de los
bacilos virulentos y de la propia reaccion del huésped. En bovinos, las lesiones
tuberculosas macroscépicas y microscopicas han sido descritas. En general, las lesiones
aparecen como un nédulo firme, de color blanco-amarillo y de tamafio muy pequefio.
El centro del granuloma en formacidén esta constituido de células epitélioides vy
gigantes, tipo Langhans, ambas derivadas de macrofagos, seguido de una zona de
linfocitos, células plasmaticas y monocitos. Con la progresiéon de la lesion, se desarrolla
una zona formada por fibroblastos, que rodean a la lesion mediante la sintesis de
colageno y una regién de necrosis caseosa central con mineralizacidn. Este proceso es
generalmente un medio eficaz para contener la propagacidon de las bacterias. Se
postula que el bacilo es incapaz de multiplicarse dentro de la regidn caseosa debido al
pH acido, la baja disponibilidad de oxigeno y la presencia de acidos grasos toxicos. Sin
embargo, algunos organismos pueden permanecer en un estado de latencia (Neill y
cols. 2001; Pollock y cols. 2006; Neill y cols. 1994; Jiménez y cols. 2001; Smith y cols.
2003).

La fuerza de la respuesta inmune celular del huésped determina si la infeccién para o
progresa a la siguiente etapa. Una TB latente o persistente puede permanecer durante
toda la vida del individuo en un estado asintomatico y no transmisible. Si el sistema
inmune del sujeto se debilita, el centro del granuloma se puede licuar permitiendo la
replicacion incontrolada de las bacterias. En esta etapa, las micobacterias se pueden
escapar del granuloma y propagarse en el 6rgano (TB activa) y a otros tejidos via el
sistema linfatico y la sangre (TB miliar o extrapulmonar), volviendo el individuo

contagioso (Smyth y cols. 2001).

1.6.- Inmunidad de la tuberculosis bovina

Las primeras células en tener contacto con la micobacteria, después de su llegada al
tracto respiratorio, son los macrofagos. El reconocimiento por el macréfago de
patrones moleculares especificos de la superficie del patégeno, como el LAM o
lipoproteinas, constituye la primera linea de defensa del sistema inmune innato del

hospedero contra la TB. Esta interaccion inicial se produce por receptores del



macrofago, tales como receptores del complemento, receptores de manosa,
receptores de surfactantes y receptores basureros, provocando la fagocitosis de la
micobacteria. Recientemente, la atencidn se ha concentrado hacia los receptores toll-
like (TLR), especificamente TLR2 y TLR4, los cuales capturan las micobacterias y
promueven las respuestas antimicobacterianas. Después de la union a los receptores,
vias de sefalizacion comunes son activadas, que llevan a la activacion celular, la
produccién de citocinas proinflamatorias, como el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-a), la interleucina-1 (IL-1), la IL-6 y quimiocinas, con la finalidad de reclutar
leucocitos. Asimismo, algunas quimiocinas como IL-8 atraen a los neutrdfilos, los
cuales fagocitan rapidamente la micobacteria y la destruyen mediante la fusion del
fagosoma con el lisosoma y granulos especializados. Ademas, secretan quimiocinas
como la proteina inducida por IFN-y (IP-10), la proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1) y la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP-1a/B), para atraer
otras células inmunes como los macréfagos. Los macrofagos reclutados y activados
originan la aparicidén de IL-12 y I1L-18, las cuales activan a las células T colaboradoras de
tipo 1 (Th1) y estimulan la actividad citotdxica de las células T CD8" y NK (Natural
Killer), promoviendo la produccién de IFN-y y la actividad microbicida de los

macréfagos (Smyth y cols. 2001; Garcia y cols. 2009).

Como parte de la inmunidad antimicobacteriana, el desarrollo de una respuesta
mediada por células (IMC) de tipo Th1, a través de la produccion de citocinas como el
TNF-a, IL-12 e IFN-y, es considerado esencial para activar las rutas microbicidas de los
macrofagos. Se ha reportado que todas las subpoblaciones de linfocitos T, incluyendo
los linfocitos T CD4", CD8" y y§, son implicadas en la respuesta inmune hacia
micobacterias. El receptor aff de los linfocitos T reconoce péptidos antigénicos
especificos de M. bovis presentados por macréfagos, mediante moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH). Los linfocitos T CD4", a través del CMH-II, tienen
un papel primario en la produccion de IFN-y, activando al macrofago y promoviendo
sus mecanismos de destruccion del bacilo, mediante el éxido nitrico y el peréxido de
hidrogeno. Por otro lado, los linfocitos T CD8", restringido al CMH-I, tienen una
actividad citotdxica crucial, destruyendo las células infectadas, ademas de participar

directamente en la muerte de la micobacteria a través de una proteina asociada a
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granulos denominada granulisina. De la misma manera, los linfocitos T y6 tienen su
parte en las infecciones micobacterianas. En ganado, los linfocitos T y& circulantes
representan 10-15 % de las células mononucleares de la sangre periférica en animales
adultos y mas de 40 % en animales jovenes. Se ha demostrado varias funciones de los
linfocitos T y9d, incluyendo la produccidon de citocinas, como el IFN-y, actividad
citotoxica, inmunomodulacién, organizacion del granuloma y regulacion de la
inflamacién. Cuando se infectan bovinos experimentalmente con M. bovis, los
linfocitos T y& son los primeros en sufrir un cambio en la circulacion periférica. Es
probable que estos linfocitos sean capaces de migrar rapidamente en las areas
infectadas con M. bovis y participarian en la fase temprana de la contencidn bacteriana
(Jiménez y cols. 2001; Smith y cols. 2003; Smyth y cols. 2001; Garcia y cols. 2009;
Welsh y cols. 2005; Pollock y cols. 2002).

La progresion de la enfermedad puede ocasionar un cambio en la inmunodominancia,
de Thl a Th2, asociado al desarrollo de una respuesta humoral. Las células Th2,
inducidas por IL-4, producen grandes cantidades de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
importantes para la respuesta inmune mediada por anticuerpos. La IL-4 es secretada
principalmente por las células T CD4" de tipo Th2 y causa la activacion, proliferacion y
diferenciaciéon de las células B. Esta citocina tiene la capacidad de modular
negativamente la respuesta Th1, suprimiendo la produccién de IFN-y y evitando la
activacion de los macréfagos. En infecciones experimentales de TB, IL-4 se relaciona
con la progresion de la enfermedad, la reactivacion de infecciones latentes y la
intensificacion del dafio tisular. De manera similar, IL-10 antagoniza la respuesta
proinflamatoria mediante la disminucidn de la produccion de IFN-y, TNF-a e IL-12. Esta
citocina es producida por las células Th2, asi como monocitos y macrofagos. La IL-10
incrementa la proliferacion y diferenciacion de las células B activadas. En ganado
infectado experimentalmente con M. bovis, el incremento de IL-10 asi como del nivel
de anticuerpos IgG1 estd asociado a una infeccién diseminada y correlaciona
positivamente con el grado de patologia. La ausencia de IL-10 produce respuestas
inmunes Thl mas poderosas, mientras que una expresidén elevada incrementa la
susceptibilidad hacia infecciones micobacterianas (Jiménez y cols. 2001; Smith y cols.

2003; Garcia y cols. 2009; Welsh y cols. 2005; Hamblin, 1993; Raja, 2004).



1.7.- Lavacuna BCG

En 1921, la vacuna BCG (bacilo Calmette-Guérin), una cepa atenuada de M. bovis
obtenida de una vaca con lesiones de mastitis tuberculosas, fue probada por Calmette
y Guérin en ganado y humanos. La cepa, a través de una serie de pases en medio de
papa glicerinada, perdid su capacidad a producir la enfermedad. La BCG original,
proveniente del Instituto Pasteur, fue enviada a diversos paises, diversificandose en
cepas hijas a través de pérdidas de diferentes regiones genéticas llamadas regiones de
diferencia (RD), provocando variaciones en la eficacia protectora (Hope y cols. 2008;

Pollock y cols. 2006; Castillo-Rodal y cols. 2006).

Durante los ultimos 10 afios, se han considerado diferentes tipos de vacunas contra la
TB en ganado: basadas en microorganismos vivos atenuados o muertos, vacunas
subunitarias compuestas por proteinas o glicoproteinas purificadas y vacunas de ADN.
Sin embargo, la BCG posee las cualidades requeridas para una vacuna veterinaria,
como bajo precio y patrén de seguridad excelente y todas las vacunas nuevas tendran

que ser comparadas con la BCG antes de su uso oficial (Vordermeier y cols. 2006).

En bovinos, la proteccion de la vacuna se manifiesta principalmente por una reduccién
en el grado de patologia de la infeccion (Vordermeier y cols. 2006). Los ensayos
experimentales y de campo en ganado han demostrado un alto grado de variabilidad
en la habilidad de la BCG a proteger en contra de las infecciones de M. bovis (Hope y
cols. 2008). Su eficacia en el ganado reportada desde los ultimos 70 afios va del 0 % al
70 %, similar a lo que podemos observar en humanos (Vordermeier y cols. 2002).
Muchos factores pueden explicar la eficiencia variable de la BCG. Por ejemplo, las dosis
bajas-medias (103-10° UFC) han inducido una proteccién en el ganado en contra de la
TB, mientras que las dosis mas altas (108-10' UFC), han sido menos efectivas (Buddle y
cols. 2006). Asimismo, la utilizacion de diferentes cepas de BCG, las rutas de
vacunacion usadas, las discrepancias en la preparacion de la vacuna, la interpretacién
de la proteccion inmunitaria y la genética del ganado son factores que pueden
influenciar la variabilidad de la BCG. Ademas, hay evidencias que la presensibilizacién
de los animales con micobacterias ambientales interfiere con la proteccion de la BCG,
provocando una estimulacion inapropiada de la respuesta inmune (Hope y cols. 2008).
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Sin embargo, estudios recientes han demostrado que la vacunacién con BCG en
becerros neonatos induce niveles altos de proteccibn en contra de la TB,
probablemente debido a Ila falta de presensibilizacion con las micobacterias
ambientales, lo que permite el desarrollo de una respuesta inmune adecuada (Hope y
cols. 2005 y 2008). No se sabe mucho sobre la duracién de la proteccidon de la
vacunacion con la BCG en ganado. En humanos, la proteccion parece disminuir

después de 10 afios y una revacunacién tiene efecto minimo (Buddle y cols. 2006).

Finalmente, se ha reportado que la vacunacion con BCG, utilizando las cepas Pasteur o
Danesa, sensibiliza los animales a la prueba intradérmica de la tuberculina, los cuales
responden positivamente a la prueba e invalida el diagndéstico (Hope y cols. 2011). Sin
embargo, en otros estudios, se ha demostrado que el empleo de la BCG cepa Phipps,

no induce una respuesta en la prueba de la tuberculina (Padillas 2004).

1.8.- Antigenos relevantes para el diagndéstico de Mycobacterium bovis

La prueba de la tuberculina se basa en el uso del derivado proteico purificado (PPD),
un antigeno de naturaleza compleja. El PPD esta constituido de varias proteinas que
presentan reacciones cruzadas con una gran variedad de micobacterias. Por eso, el
estudio de las proteinas de M. bovis se ha orientado principalmente en el aislamiento e
identificacion de antigenos especificos, para el desarrollo de pruebas diagndsticas
confiables. La purificacion y caracterizacion de proteinas especificas es esencial para
esclarecer tanto los mecanismos de patogenicidad de la micobacteria como los
mecanismos inmunes que se desarrollan durante la infeccion y permite identificar
tanto aquellos antigenos capaces de inducir una inmunidad protectora, como aquellos

gue pueden servir con fines de diagndstico (Diaz y cols. 2010).

Dentro del grupo de antigenos importantes para el diagndstico de la TBB, se encuentra
la proteina MPB70, especifica de las micobacterias del CMTB y componente activo del
PPD bovino. Esta proteina, de 22-25 kDa dependiendo de su grado de glicosilacién, es
secretada en gran cantidad por M. bovis, mientras que su sintesis es variable en las
cepas de BCG y otras especies del CMTB. Se ha comprobado que MPB70 representa un

antigeno inmunodominante, capaz de inducir una respuesta celular y humoral durante



la infeccion con M. bovis, tanto en humano como en bovino (Wiker y cols. 1998;

Cheong vy cols. 2005; Diaz y cols. 2002).

Sin embargo, los reactivos de diagndstico deberian desarrollarse utilizando antigenos
especificos y definidos, presentes en M. bovis virulenta pero ausentes de la cepa de la
vacuna, para poder distinguir el ganado vacunado con BCG del ganado infectado con
M. bovis. La comparacién genética de cepas patdgenas de M. bovis con cepas de BCG
ha revelado que muchas regiones de la BCG se han perdido durante el proceso de
atenuacién. Las proteinas codificadas por esas regiones RD, han recibido mucha
atencion como antigenos de diagndstico, especialmente las de la region RD1. La region
RD1 codifica dos antigenos importantes, ESAT-6 (early secretory antigen target-6) y
CFP-10 (culture filtrate protein-10), que representan proteinas de filtrados de cultivo
secretadas durante la fase inicial del crecimiento de las bacterias del CMTB. Ambos
antigenos representan blancos importantes de las células T en animales y humanos
infectados e inducen la produccion de IFN-y en ganado tuberculoso. Por lo anterior,
ESAT-6 y CFP-10 se pueden utilizar para distinguir el ganado vacunado con BCG del
ganado infectado con M. bovis (Vordermeier y cols. 2002; Aagaard y cols. 2006;
Calderén y cols. 2006).

1.9.- Diagnostico de la tuberculosis bovina

Los programas que existen para el control de la TBB son costosos y el diagndstico de la
enfermedad es clave en la erradicacion de la enfermedad. Por ello, el diagndstico
deberia ser formado por un método eficiente y costo efectivo, para evitar que
permanezcan en el rebafio, animales infectados o que se eliminen animales sanos.
Actualmente, se estdn estudiando diferentes pruebas de diagndstico, asi como la

sensibilidad y especificidad de las mismas (Ward 2005).

1.9.1.- Intradermorreaccion (Prueba de la tuberculina)

La prueba de tuberculina ha constituido el instrumento basico para detectar la
presencia de infeccidn tuberculosa y desempefia un papel fundamental en el programa
de control y erradicacidon de la TBB. La prueba se emplea para detectar animales que

estuvieron en contacto con M. bovis. Para la realizacion de la prueba simple, se inocula



intradérmicamente una mezcla compleja de antigenos, llamada PPD bovino, obtenido
de la cepa AN5 de M. bovis, o bien simultdneamente con el PPD aviar, obtenido de la
cepa D4 de M. avium, para la prueba cervical doble comparativa. Esta ultima prueba se
utiliza para diferenciar los animales sensibilizados con micobacterias ambientales,
como M. paratuberculosis o M. avium, de los animales que estuvieron en contacto con

M. bovis (SENASA 2010).

La prueba pone de manifiesto un estado de hipersensibilidad tardia de tipo IV en el
sitio de inyeccion, en caso de haber tenido exposicion previa con los antigenos. En
bovinos, esta respuesta inflamatoria tarda varias horas en desarrollarse y alcanza su
maxima expresion a las 72 horas, con un engrosamiento de la piel. Se prevé que la
sensibilidad de la prueba de tuberculina varia de 68-95 %, mientras que la

especificidad varia entre 96-99 % (Monaghan y cols. 1994).

Entre las desventajas del uso de la prueba de la intradermorreaccion, pueden
mencionarse una respuesta hacia los antigenos del PPD bovino en animales
previamente vacunados con BCG o sensibilizados por micobacterias ambientales,
dando lugar a falsos-positivos. Ademas, se ha corroborado que hasta 19 % del ganado
tuberculoso no reacciona a la prueba de la tuberculina, ya que no detecta los animales
anérgicos, en los cuales la induccidén de una respuesta de tipo celular es nula (Estrada y

cols. 2001).

1.9.2.- Prueba de deteccion de interfer6n-gamma (IFN-y)

Esta prueba se utiliza para la deteccidén de la TBB y mide la respuesta IMC in vitro a
partir de sangre completa. El principio se basa en la cantidad de IFN-y secretado por
los linfocitos T de animales previamente expuestos a M. bovis. La sangre del animal se
estimula con PPD bovino, PPD aviar y un pozo permanece sin estimulo como control.
El plasma conteniendo el IFN-y producido se recupera y se ensaya por una prueba de
ELISA. Un contacto previo con M. bovis se manifiesta por una produccion
predominante de IFN-y hacia el PPD bovino. La sensibilidad de la prueba puede variar
de 82-100 % y la especificidad se encuentra entre 94-100 %. La especificidad de la

prueba puede mejorarse mediante el uso de proteinas de secrecion especificas como
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ESAT-6 y CFP-10, que son presentes en cepas patégenas del CMTB, pero ausentes
tanto de la cepa vacunal BCG como de las micobacterias ambientales. Esta prueba
puede detectar infecciones con M. bovis en fase temprana, contrariamente a la prueba

de la tuberculina (Wood y cols. 2001; Espinoza 2008).

1.9.3.- Ensayo por inmunoabsorcidn ligado a enzimas (ELISA)

Esta técnica se emplea para la deteccidn de anticuerpos hacia el antigeno de interés.
Se ensaya el suero problema en una placa donde el antigeno esta fijado. La reaccién se
revela empleando proteinas conjugadas a una enzima, que reconocen la fraccién
cristalizable (Fc) de los anticuerpos unidos y la agregacion del sustrato conjuntamente
con un cromdgeno. La aparicion de color permite medir, mediante espectrofotometria,
la cantidad de anticuerpos presente en la muestra. Para la realizacion de esta prueba,
se han utilizado diferentes antigenos como el PPD, extractos proteicos de filtrados de
cultivo (CFPE) o antigenos purificados. Se ha reportado que la prueba tiene una
sensibilidad de 60 % y una especificidad entre 92-99 % para la deteccién de la TBB. La
principal ventaja de utilizar la prueba de ELISA es que nos permite identificar animales
anérgicos, no reactores a la tuberculina y a la prueba de detecciéon de IFN-y (Torres

2005; Diaz y cols. 2003; Silva 2001; Rivera y cols. 2010).

1.9.4.- Fundamentos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un método de sintesis de ADN in vitro mediante el cual un segmento
especifico de éste, es especificamente amplificado al ser delimitado por un par de
iniciadores que lo flanquean. Su copiado se logra en forma exponencial a través de
repetidos ciclos de diferentes periodos y temperaturas de incubacidn en presencia de
la enzima ADN polimerasa termostable. Asi, se obtiene en cuestiones de horas
millones de copias de la secuencia deseada del ADN. Mediante la PCR, es posible
monitorear infecciones bacterianas y virales. Los procedimientos convencionales de
deteccidn se basan en la posibilidad de crecer los microorganismos en cultivo o en
detectar su presencia en individuo mediante diferentes muestras biolégicas. La PCR
detecta directamente patégenos tradicionalmente dificiles de cultivar, asi como

aquellos que requieren largos periodos para su cultivo y que se encuentran en muy
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bajas concentraciones en los liquidos biolégicos, como en el caso de los miembros del

CMTB (Rodriguez y cols. 2004).

Diferentes protocolos de PCR para la identificacion de M. bovis en muestras clinicas de
bovinos han sido evaluados. Generalmente, al utilizar la técnica de PCR para el
diagndstico de la TB, se utiliza la secuencia de insercidon 1S6110 como iniciador, que
pertenece al CMTB. Esta secuencia permite distinguir en forma confiable el CMTB de
las demas especies de micobacterias. Otros iniciadores, que detectan el gen que
codifica la proteina de secrecion MPB70, se consideran especificos para M. bovis y han
demostrado una sensibilidad de 100 % y una especificidad de 93 % para el diagndstico
de la TBB. La PCR es un método que ofrece grandes ventajas en cuanto a la
sensibilidad, flexibilidad y rapidez. Las limitaciones de los protocolos convencionales
para micobacterias surgen por el bajo nimero y eliminacidn intermitente de los bacilos
en animales infectados, la extraccidn ineficiente del ADN micobacteriano y la presencia
de inhibidores de la reaccién propios de la muestra (Laborin y cols. 2001; Salian y cols.

1998; Rua-Domenech y cols. 2005).

1.9.5.- Aislamiento e identificacidn bacteriologica de M. bovis

El aislamiento esta considerado como la prueba de oro para la confirmacion de una
infeccion micobacteriana y se puede obtener a partir de diferentes muestras bioldgicas
de bovino como las secreciones nasales cuando el animal estd vivo o a partir de
lesiones de cualquier érgano cuando esta muerto. El crecimiento de M. bovis en medio
Lowenstein-Jensen es mejor en presencia de piruvato que de glicerol y es inhibido por
la hidracida del acido tiofeno-2-carboxilico (TCH), a diferencia de M. tuberculosis. Una
vez que se logréd un crecimiento de la micobacteria, el primer paso para su
identificacion es confirmar que el aislado pertenece al género Mycobacterium,
mediante la tincién de Ziehl Neelsen. Después de esa confirmacion, se utilizan diversas
pruebas bioquimicas para distinguir las diferentes micobacterias. Por ejemplo, las
pruebas de produccion de niacina y de reduccion de nitratos son negativas en M. bovis
y positivas en M. tuberculosis. El resto de las caracteristicas bioquimicas son
indistinguibles; pruebas de la ureasa y catalasa positivas, tolerancia al cloruro de sodio
negativa etc. Ademas, M. bovis presenta una resistencia natural a la pirazinamida y
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una actividad pirazinamidasica defectiva. Asimismo, se puede diferenciar de M.
africanum por la resistencia a la pirazinamida. La cepa BCG de M. bovis presenta,
ademas, resistencia a la cicloserina, asi como una fuerte actividad ureasica. Sin
embargo, los resultados de las pruebas bioquimicas convencionales son a menudo
ambiguos, dificiles de reproducir y el tiempo requerido para su realizacién es largo,
dado que se requiere un crecimiento abundante (Gonzalez y cols. 2007; Prat y cols.

2001).

1.10.- Principios tedricos de la citometria de flujo

La citometria de flujo permite evaluar caracteristicas fisicas y quimicas de células en
suspensiéon como el tamafio celular, la granularidad y complejidad interna, asi como la

intensidad de fluorescencia relativa que poseen esas células (Castillo 2005).

Basicamente, la citometria de flujo consiste en la medicion de un gran numero de
células, en forma individual, en un periodo muy corto de tiempo, mientras se
desplazan en un sistema de flujo o torrente liquido (100-25 000 células por segundo).
Las células pasan por un punto donde son impactadas por un laser que emite luz a una
cierta longitud, desviandola de acuerdo a caracteristicas propias de cada célula. La
variacién de la longitud de onda asi producida es captada y depurada por un complejo
sistema de lentes y espejos especiales, que concentra la luz y la transforma en pulsos
de voltaje. Estos son codificados e interpretados por un computador provisto del
programa adecuado. Los datos obtenidos pueden manejarse muy versatilmente,

siendo de gran confiabilidad y exactitud (Castillo y cols. 1999).

Dependiendo de la o las caracteristicas celulares a analizar, las células son acopladas a
anticuerpos monoclonales conjugados a moléculas fluorescentes. Estas moléculas
fluorescentes, llamadas fluorocromos, son excitadas por el ldser y emiten una
respuesta fluorescente en una determinada longitud de onda, permitiendo la
identificacion de subgrupos especificos de poblaciones celulares. La capacidad para
detectar la fluorescencia de dos, tres, cuatro o actualmente hasta 13 fluorocromos de
diferentes longitudes de onda abre completamente el campo del analisis

multiparamétrico (Castillo y cols. 1999; Barrera y cols. 2004).
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Hoy en dia, la citometria de flujo se utiliza en microbiologia, hematologia, inmunologia,
citologia, patologia, biologia celular y molecular entre otros. Es posible marcar
cualquier molécula que sea de interés siempre que se disponga del anticuerpo
acoplado a un fluorocromo que pueda ser detectado por el citometro de flujo. Esto
hace posible que el uso del citémetro de flujo se adapte practicamente a cualquier

necesidad de investigacidon (Barrera y cols. 2004).

Son innumerables las utilidades de la citometria de flujo en la investigacion basica. Por
ejemplo, las aplicaciones de la citometria en medicina veterinaria se basan, en los
estudios de la respuesta inmune de infecciones econdmicamente relevantes para la
fabricacion de vacunas, el perfeccionamiento de las vacunas ya existentes, el
mejoramiento genético de especies bovinas y equinas, el desarrollo de modelos de
respuesta inmune en animales y el entendimiento profundo de la patogénesis de
ciertas enfermedades infecciosas. La relacién entre la aplicacién basica y clinica es
cada vez mas estrecha y la citometria de flujo ya se considera como una herramienta

diagndstica (Barrera y cols. 2004: Laguado 2007).
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2.- HIPOTESIS
La vacunacion con BCG cepa Phipps ocasionara una respuesta inmune moderada, en
becerras menores a 3 meses de edad, con la ventaja de no interferir durante la

aplicacién de la prueba de la tuberculina, utilizada para el diagndstico de la TBB.

3.- OBJETIVO GENERAL
Determinar la respuesta inmune de becerras menores a 3 meses de edad, vacunadas

con BCG cepa Phipps, en un hato con prevalencia alta de TBB.
4.- OBJETIVOS PARTICULARES
1) Estudiar la respuesta inmune celular de becerras inmunizadas con BCG,

mediante la prueba de deteccidn de IFN-y.

2) Evaluar la respuesta humoral de becerras vacunadas con BCG, mediante la

prueba de ELISA.

3) Detectar la presencia de M. bovis en exudado nasal, mediante la PCR y el

aislamiento bacterioldgico.

4) Evaluar las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8" de las becerras por

citometria de flujo.

5) Comprobar si la vacunacion con una dosis de 1 x 10° UFC de BCG cepa Phipps

induce la hipersensibilidad tardia en becerras jovenes.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- ANIMALES DE ESTUDIO

El presente estudio se realizd en una cuenca lechera del estado de Hidalgo. El hato
tenia una prevalencia de TBB de 40 % al inici6 del estudio. Se utilizaron 10 becerras de

raza Holstein-friesian menores de 3 meses de edad.
5.2.- DISENO EXPERIMENTAL

Inicialmente, se realizaron las pruebas de tuberculina, de deteccién de IFN-y y de
ELISA, para confirmar el estatus libre de TB de los animales. Ademads, estas pruebas

fueron realizadas en las madres de las becerras con el mismo propésito.

Se formaron dos grupos: 5 becerras recibieron la vacuna BCG cepa Phipps a una dosis
de 1 x 10° UFC en 1.5 ml de solucion salina de fosfatos (PBS) estéril via subcutanea en
las tablas del cuello y 5 becerras quedaron como controles negativos, inoculadas con

1.5 ml de PBS estéril como placebo.

Los animales se evaluaron mediante la prueba de deteccidén de IFN-y, para la respuesta
inmune celular, la prueba de ELISA, para la respuesta humoral y la citometria de flujo
para la evaluacion de las subpoblaciones de linfocitos T, a los 0, 7, 15, 21, 30, 60, 90,
120, 150, 180 y 270 dias. La prueba de la tuberculina se practicé 10 dias antes de la
vacunacion (dia -10) y al dia 270. La presencia de M. bovis se detectd mediante el
aislamiento bacteriolégico y la PCR simple y anidada a los 0, 90, 180 y 270 dias

posvacunacion.

5.3.- OBTENCION DE LA VACUNA BCG CEPA PHIPPS

Para la obtencién de la vacuna BCG cepa Phipps, es necesario el uso de medios de
cultivos especiales que favorecen su crecimiento, como el medio agar Middlebrook
7H10, enriquecido con 4acido oleico, albumina, dextrosa y catalasa (OADC) y medios
liquidos como Middlebrook 7H9, enriquecido con ADC. Por lo cual, se utilizaron esos

medios en los diferentes pasos de la produccion de la BCG.

La cepa vacunal se obtuvo a partir de un lote semilla de BCG cepa Phipps almacenado a

-70°C. Se sembrd el lote semilla en el medio de cultivo Middlebrook 7H10 enriquecido

16



con OADC vy los cultivos se incubaron a 37°C hasta su crecimiento (15 dias).
Posteriormente, las colonias se transfirieron en el medio liquido Middlebrook 7H9,
adicionado con ADC, para la elaboracién del préximo lote semilla y se incubaron a 37°C
a 200 rpm. El crecimiento de los cultivos se monitored mediante un
espectrofotémetro, a una longitud de onda de 600 nm, hasta tener una densidad

Optica (DO) de £ 0.8 nm.

A partir del nuevo lote semilla, se sembraron bacterias en el medio Middlebrook 7H10
con OADC, a 37°C, hasta su crecimiento y las bacterias se transfirieron en el medio
Middlebrook 7H9 con ADC. Los cultivos se mantuvieron en incubacién a 37°C, con
agitacion constante (200 rpm), hasta obtener una DO de 0.4 nm y se almacenaron a -

70°C.

Para la cuantificacién de las UFC, se realizaron diluciones seriadas (10"3 a 107),
sembrando por triplicado 100 pl en medio Middlebrook 7H10 con OADC. Las placas
se incubaron durante 3 a 4 semanas a 37°C y el conteo de las UFC se realizd de la

siguiente manera:
(UFC) (FD) (10)= bacterias/ml (FD= factor de dilucién)

(La vacuna se elaboré en el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, en el
laboratorio de la Dra. Clara Inés Espitia Pinzdn)

5.4.- PRUEBA INTRADERMICA CERVICAL DOBLE COMPARATIVA

Se realizd la inoculacién intradérmica, en las tablas del cuello, del PPD bovino cepa
AN5 vy PPD aviar cepa D4 (PRONABIVE, D.F., México), en sitios separados por 12 cm de
distancia. Se inyecté 100 ul de PPD bovino conteniendo 3250 Ul/ml y 100 pl de PPD
aviar conteniendo 2500 Ul/ml. Antes de la inoculacidn, se midio el grosor de la piel con
vernier, registrando los valores en una escala milimétrica. Después de 72 horas, el
espesor de la piel se midid de la misma manera. Los valores finales de cada sitio de
inoculacidn se restaron de los valores iniciales para obtener la diferencia del espesor
de piel después de la inoculacién. Una reaccion positiva se establecié cuando existio

una diferencia > 4 mm entre los valores de los PPD bovino y aviar. Se considerd un
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animal sospechoso cuando la diferencia fue entre 2-4 mm. Un valor < 2 mm se tomo

como una prueba negativa.
5.5.- PRUEBA DE DETECCION DE IFN-y

Se colectd sangre heparinizada de los 10 animales y se distribuyd, en condiciones de
esterilidad, en placas de 48 pozos (Nunclon, Denmark), a razén de 1 ml de sangre por
pozo. El primer pozo se estimuld con 20 pug/ml de PPD bovino, el segundo pozo con 20
pg/ml de PPD aviar, en los tercer y cuarto pozos se utilizé 4 pg/ml de los antigenos
especificos ESAT-6 y CFP-10 respectivamente, el quinto pozo sirvié de control positivo,
con 10 pg/ml de Phytolacca americana o Pokeweed (PWM), para verificar la viabilidad
y funcionalidad celular y el sexto pozo quedo como control sin estimulacion. Los
cultivos se incubaron a 37°C, en una atmosfera humidificada de 5% de CO,, durante 24

horas y los plasmas colectados se congelaron a -70°C hasta su analisis.

La produccidn de IFN-y se analizd a partir de las muestras de plasma siguiendo las
instrucciones de un kit comercial (Mycobacterium bovis Gamma-Interferon Test Kit for
Cattle Bovigam™ ), basado en la prueba de ELISA, disponible para la deteccién de IFN-y
de bovinos. Las placas se incubaron a temperatura ambiente, durante 1 hora, con 50 pl
del diluyente verde, 50 pl de cada plasma y los controles positivos y negativos.
Posteriormente, las placas se lavaron 5 veces con la solucidn de lavado. Se colocé el
conjugado (anticuerpo anti-IFN-y de bovino), durante 1 hora, a temperatura ambiente.
Las placas se lavaron nuevamente y se incubaron en la oscuridad con una solucion de
cromogeno/sustrato durante 10 minutos. La reaccidn se detuvo con 50 pl de solucién
de paro y los resultados se evaluaron a una densidad dptica de 450 nm (DOssonm),
mediante un lector de ELISA (Benchmark-Plus Microplate Spectrophotometer). Los
resultados se consideraron positivos cuando la DOysgnm del PPD bovino - la DOg4sonm del

PPD aviar y la DOg4sgnm del PPD bovino - la DOgsonm del pozo sin estimulo > a 0.1.
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5.6.- PRUEBA DE INMUNOABSORCION LIGADO A ENZIMAS (ELISA)

5.6.1.- Obtencidn del CFPE de M. bovis y M. avium

Los CFPEs se obtuvieron a partir de las cepas de M. bovis AN5 y M. avium D4. Las
bacterias se cultivaron a 37°C durante 6 semanas en el medio sintético liquido Dorset-
Henley modificado. Las proteinas presentes en el filtrado de cultivo se precipitaron
con sulfato de amonio [(NH4),SO4] a una saturacion final de 80 %, en agitacidn
constante, a 4°C durante 24 horas. La solucién se centrifugd a 15 000 rpm durante 60
minutos a 4°C, la pastilla se resuspendié en 10 ml de PBS, pH 7.2 y se dializd en PBS
utilizando bolsas de dialisis con un punto de corte de 10 KDa (Cellu.Sep H1, Membrane
Filtration Products, Inc. Seguin TX, USA) a 4°C durante 36 horas. La concentracion de
proteinas de los CFPEs se determind por el método de Bradford, se ajusté a 3.5 mg/ml
y se dividié en alicuotas de 1 ml que se congelaron a -70°C (OPS-OMS 1972; Bradford
1976).

5.6.2.- Prueba de ELISA

Se realizaron ELISAs comparativas para detectar anticuerpos en suero, utilizando los
CFPEs de M. bovis cepa AN5 y de M. avium cepa D4 como antigenos. Se sensibilizaron
las placas (Nunclon, Denmark) con 1 pg/pozo de CFPE en 100 pl de solucion de
carbonato/bicarbonato (0.1 M), pH 9.6, toda la noche a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron 3 veces con 200 pl/pozo de solucidon de Tween-20 al 0.1% en PBS
(PBS-Tween), se bloquearon con 100 pl de solucién de bloqueo (leche descremada al
3% en PBS-Tween) y se incubaron 1 hora a 37 °C. Después de 5 lavados en PBS-Tween,
se agregd 100 pl de suero (1:100) por duplicado, asi como los controles positivo y
negativo en solucién de bloqueo y se incubaron 1 hora a 37°C. Las placas se lavaron 5
veces en PBS-Tween, se afiadié 100 pl de proteina G conjugada con peroxidasa (1:10
000) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) en solucién de bloqueo y se incubaron 1 hora
a 37 °C. Las placas se lavaron nuevamente y se incubaron con una solucién de
sustrato/cromaégeno conteniendo 0.04% de ortofenilendiamina y 0.012% de peroxido
de hidrogeno en solucion de citrato 0.1 M (pH 4.5) durante 5 minutos a 37 °C. Se paré

la reaccion agregando 50 pl de acido sulfurico 2M y se midié la absorbancia a una
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longitud de onda de 492 nm con un lector de ELISA (Benchmark-Plus Microplate

Spectrophotometer) (Ritaco y cols. 1990).

5.7.- EXTRACCION DE ADN

Las muestras de exudado nasal se recolectaron de una cavidad nasal de los animales,
utilizando hisopos estériles sumergidos en 5 ml de PBS estéril. Las muestras se

mantuvieron a 4 °C para el cultivo bacteriolégico y la extraccién de ADN.

La extraccién de ADN se hizo por el método de bromuro cetiltrimetilamonio (CTAB),
lisozima y proteinasa K. Se centrifugd 1 ml de sedimento de exudado nasal a 12 000
rom durante 5 minutos y se descarto el sobrenadante. Se agregé 400 pl de TE 1Xy 50
pl de lisozima y las muestras se incubaron durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, se
afadié 70 ul de SDS 10% y 5 ul de proteinasa K durante 20 minutos a 65°C. Después, se
agrego 100 pl de NaCl 5M y 100 pl de CTAB durante 10 minutos a 65 °C. Se agregdé 750
ul de cloroformo/alcohol isoamilico y se centrifugd a 12 000 rpm durante 5 minutos. Se
recuperd la primera fase (600 pl), se adicioné 0.6 volumen (360 ul) de alcohol
isopropilico absoluto y se dejé 30 minutos a -20 °C. Se centrifugd a 12 000 rpm durante
15 minutos, se descarté el sobrenadante y se agregd 1 ml de etanol al 70 % conservado
a -20° C. Se centrifugd a 12 000 rpm durante 5 minutos y se decantd el sobrenadante.
Los tubos se dejaron a temperatura ambiente con las tapas abiertas durante 20
minutos. Finalmente, se suspendid el ADN en 50 pul de agua inyectable y se almacené a
-20 °C hasta su uso. La integridad del ADN se analizd en un gel de agarosa al 1 % teiiido
con bromuro de etidio y su cuantificacion se realizé utilizando un espectrofotémetro
(Pharmacia Biotech Gene Quant Il, RNA/DNA Calculator) (Morales y cols. 2008; Van
Soolingen 1995).

5.8.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
5.8.1.- PCR simple

Se realiz6 la PCR simple a partir de los iniciadores TB1-F
(5°"GAAACAATCCGGAGTTGACAA3’) y TBR-1 (5'AGCACGCTGTCAATCATGTA3’), que
amplifican una region de 372 pb del gen que codifica la proteina de secrecion MPB70

del CMTB. La PCR, para 25 ul de reaccién, se efectué empleando 5 pM de cada
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iniciador, 2.5 pl de bufer 10 X, 0.5 pl de dNTP (2mM), 2.5 pl de MgCl, (25 mM), 0.25 pl
de la enzima Taq polimerasa (5U/pl) y 5 pl de muestra. Como control positivo se utilizo
el ADN de una cepa de M. bovis aislado de un bovino tuberculoso y como control
negativo agua inyectable. Las condiciones del termociclador (Perkin Elmer, GeneAmp
PCR System 2400) fueron: precalentamiento a 96°C por 15 minutos, seguido de 35
ciclos de amplificacién, constituidos de fases de desnaturalizacion a 94 °C por 30
segundos, de alineacién e hibridacién a 58 °C por 30 segundos y extensién a 72 °C por
1 minuto. Después de la amplificacidon, sigue una fase de extension final a 72 °C
durante 5 minutos. Los productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1.5 %,
tefiidos con bromuro de etidio y la reaccién se visualizé utilizando un analizador de

geles (UVP Biolmaging Systems, Epi Chemi Il Darkroom) (Cousin y cols. 1992).
5.8.2.- PCR Anidada

Se realizd la PCR anidada a partir de los iniciadores M22/3
(5’GCTGACGGCTGCACTGTCGGGC3') y M22/4 (5'CGTTGGCCGGGCTGGTTTGGCC3’), que
amplifican una regién interna de 208 pb del gen MPB70. La PCR, para 25 pul de
reaccion, se efectué empleando 2.5 pM de cada iniciador, 2.5 pl de bufer 10 X, 0.5 pl
de dNTP (2mM), 2.5 ul de MgCl, (25 mM), 0.25 ul de la enzima Taq polimerasa (5U/pl)
y 5 ul del producto de PCR simple. Las condiciones del termociclador fueron:
precalentamiento a 96°C por 12 minutos, seguido de 35 ciclos de amplificacidn,
constituidos de fases de desnaturalizacién a 94 °C por 30 segundos, de alineacién e
hibridacién a 71 °C por 30 segundos y extension a 71 °C por 30 segundos. Después de
la amplificacidon, sigue la fase de extensidon final a 72 °C durante 10 minutos. Los
productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1.5 %, tefiidos con bromuro de
etidio y la reaccién se visualizd utilizando un analizador de geles (UVP Biolmaging

Systems, Epi Chemi Il Darkroom) (Cousin y cols. 1992).
5.9.- AISLAMIENTO BACTERIOLOGICO

Para el aislamiento bacterioldgico, las muestras de exudado nasal se centrifugaron a
3000 rpm durante 10 minutos. Se descontaminaron con 3 ml de Zefirdn al 0.3%
durante 10 minutos y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos. Se desech¢ el

sobrenadante y el sedimento se sembrd por duplicado en medio Stonebrink
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adicionado de piruvato de sodio. Las muestras se incubaron a 37 °C y se
inspeccionaron semanalmente. Las colonias de interés se identificaron mediante la
tincion Ziehl Neelsen y pruebas bioquimicas como produccién de niacina, reduccién de
nitratos, hidrdlisis del Tween 80, crecimiento en isoniacida y pirazinamida y
sensibilidad a la TCH. Los cultivos se consideraron negativos cuando no se observd

crecimiento de M. bovis después de tres meses (Ramirez y cols. 2004).
5.10.- CITOMETRIA DE FLUJO

Se colocé 2 ml de sangre periférica heparinizada en dos pozos individuales en placas de
cultivo de 24 pozos (Nunclon, Roskilde, Denmark). Los cultivos de sangre se incubaron
a 37 °C en una atmosfera humidificada al 5 % de CO, durante 24 horas. La sangre se
colectd vy los eritrocitos se lisaron con una solucion de lisis conteniendo NH4Cl (pH 7.2-
7.4), durante 15 minutos. Las células se lavaron 3 veces con PBS y se resuspendieron
en 1 ml de PBS para la viabilidad y el conteo celular mediante azul tripan (1:10). La
concentracién celular se ajusté a 500 000 células/tubo en una solucién de PBS
conteniendo 0.2 % de albumina fetal bovina y 0.2 % azida de sodio (PBA). Las células se
incubaron con el anticuerpo primario de ratén anti-bovino (CD4, CACT138A, VMRD o
CD8, BAT82A, VMRD) a temperatura ambiente durante 20 minutos. Después de lavar
con PBA, las células se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC conjugated, 115-095-205, Jackson Immuno
Research) o ficoeritrina (PE conjugated, 115-115-206, Jackson Immuno Research)
durante 20 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Las células marcadas se
lavaron y se dejaron en 50 ul de paraformaldehido al 1 %. Al otro dia, las muestras se
leyeron por medios de un citometro de flujo (FACS Calibur; Becton Dickinson). Las
subpoplaciones de linfocitos T se identificaron a partir de la luz “Forward y Side
Scatter”” y 10 000 células se leyeron por muestras. Los datos se analizaron mediante el
Software FlowJo 7.6.1. El porcentaje de células marcadas positivas se determind a
partir de alicuotas controles de células en los cuales se omitid poner el anticuerpo

primario (Sopp y cols. 2006).
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5.9.- ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se hizo mediante la prueba t de Student, con el programa
Statistical Analysis System, para determinar si existian diferencias significativas entre
los grupos de animales a cada muestreo. Un valor de p < 0.05 fue considerando como

significativo (Waynew 2008; SAS 1998).
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6.- RESULTADOS

6.1.- Prueba de intradermorreaccion

La prueba cervical doble comparativa se realizé en dos ocasiones durante el estudio. La
primera se aplicé 10 dias antes de la vacunacion, con el propdsito de descartar
animales reactores y estudiar animales libres de TB. La segunda prueba de la
tuberculina se realizd a los 270 dias posvacunacidn y se observd una reaccién positiva
en una becerra del grupo control (# 9532), con una diferencia entre el PPD bovino (20
mm) y el PPD aviar (6 mm) de 14 mm. Cabe mencionar que del grupo vacunado,
murieron dos animales, 180 dias después del inicio del experimento (la becerra # 9517
murié de diarrea profusa y la # 9531 murié de neumonia crdénica). No se encontraron

lesiones tuberculosas en ninguna becerra a la necropsia (Tabla 1).

Tabla 1. Prueba cervical doble comparativa de becerras vacunadas con BCG y no
vacunadas 270 dias posvacunacion.

Grupos No. Animal PPDB (mm) PPDA (mm) INTERPRETACION
LO hrs/L72 LO hrs/L72
hrs* hrs*
BCG 9517 * * *
9527 3/5 3/5 -
9531 * % * %k * %
9533 3/5 3/5 -
9535 3/4 3/4 -
Control 9515 4/5 4/5 -
9524 4/5 5/5 -
9529 4/5 4/5 -
9532 4/20 4/6 +
9534 3/4 3/4 -

: - - - - -
Lectura en mm de la prueba de la tuberculina cervical doble comparativa de cada animal el dia de la
*
inoculacién (L 0 hrs) y 72 horas posinoculacion (L 72 hrs); (-) animales negativos; (+) Positivos; El
* %
animal murié de diarrea (colibacilosis);  El animal murié de neumonia crénica.
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6. 2.- Deteccion de la produccion de IFN-y

En la figura 1, se muestran los resultados de la produccién de IFN-y en sangre completa
estimulada con PPD bovino y PPD aviar. En el grupo vacunado con BCG, se observaron
diferencias significativas (P < 0.05) hacia el PPD bovino, del dia 21 al dia 150
posvacunacién, con incrementos importantes al dia 30 (DOys50nm 1.520 *+ 0.24) y al dia
150 (DO4sonm 1.574  0.20). En cuanto al grupo control, sus valores se mantuvieron
bajos, excepto al dia 150, en donde hubo un ligero incremento (DO4s0nm 0.586 + 0.14),
debido al valor de DOgs0nm alto de una becerra, reflejando un contacto del animal con

M. bovis en el campo.

En cuanto a la produccién de IFN-y hacia el PPD aviar, se observé un incremento
significativo en el grupo vacunado con BCG al dia 60 posvacunacion (DOgssgnm 0.700 +
0.02). En general, los niveles de produccién de IFN-y hacia el PPD aviar fueron menores

de los observados con el PPD bovino.
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Figura 1. Promedios de la produccién de IFN-y hacia PPDB o PPDA en sangre completa de
becerras vacunadas con BCG y no vacunadas en diferentes tiempos.
*Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (P <0.05).
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En la figura 2, se muestra la produccion de IFN-y hacia los antigenos ESAT-6 y CFP-10.
En general, la produccion de IFN-y hacia ESAT-6 es muy baja en ambos grupos de
animales, sin embargo, podemos observar una diferencia significativa al dia 7
posvacunacién entre ambos grupos (P < 0.05), con el grupo control teniendo el valor
mas alto, debido a que 4 de los 5 animales tienen un valor de DOysg nm SUperior a
0.128. Ademas, podemos percibir un leve incremento al dia 180 (DOgss0nm 0.170 *
0.128), que se mantiene al dia 270, debido a un incremento de los valores de DOgsonm
de una becerra (NUm. 9532). En el grupo vacunado, se observa un incremento de los
valores al dia 15, provocado por el valor de DOysonm de 2 becerras que alcanzan niveles
superiores a 0.1655. Los valores regresan a niveles basales posteriormente. Cabe
mencionar que la produccion de IFN-y hacia ESAT-6 es baja en comparacion con los
niveles obtenidos hacia el PPD bovino en el grupo vacunado, mientras que los niveles

son similares entre ambos antigenos en el grupo control (figuras 1y 2).

En presencia del antigeno CFP-10, los niveles de IFN-y son bajos durante todo el
estudio, en ambos grupos de animales. No obstante, al dia 7, se observd una diferencia
significativa en el grupo control (P < 0.05), debido a que la mayoria de los animales
tienen valores de DOysonm Superiores a 0.109 y un ligero incremento en los dias 180 y
270 (DO4sonm 0.180 + 0.04 y 0.174 + 0.09) respectivamente, provocado por la becerra #
9532, al igual que lo observado en la produccion de IFN-y hacia ESAT-6, mostrando la
circulacion de M. bovis virulenta en el campo. En el grupo vacunado, podemos
observar ligeros picos de produccion de IFN-y a los 15 dias (DO4sonm 0.174 + 0.05) y 180
(DO4s0nm 0.164 +0.04), debido a un incremento general de las DO4sonm Y la produccién
regresa a niveles basales al dia 270. Cabe mencionar que existe una gran similitud
entre las curvas de produccion de IFN-y hacia ESAT-6 y CFP-10 en ambos grupos de

animales.
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Figura 2. Produccion de IFN-y en sangre completa estimulada con los antigenos ESAT-6 o CFP-
10 de becerras vacunadas con BCG y no vacunadas en diferentes tiempos.
* Diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (P <0.05).

Los niveles de IFN-y en sangre no estimulada de los 2 grupos de animales se
mantuvieron bajos durante todo el estudio. En ambos grupos, se detectaron valores
menores a 0.122, indicando que los animales no cursaban por algln proceso infeccioso

inespecifico (figura 3).

Los niveles de IFN-y en sangre estimulada con el mitégeno Pokeweed fueron altos y
muy heterogéneos en ambos grupos durante todo el estudio, demostrando la
viabilidad y funcionalidad de las células. Sin embargo, en el grupo vacunado con BCG,
los niveles de IFN-y de un animal bajaron drdsticamente a partir del dia 90,
demostrando un problema de salud general. Entre los dias 120 y 150, el animal fallecio

de neumonia (figura 3).
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Figura 3. Produccion de IFN-y en sangre completa no estimulada o estimulada con el mitégeno
pokeweed de becerras vacunadas con BCG y no vacunadas en diferentes tiempos.

6.3.- Deteccidn de anticuerpos

En la figura 4, se muestran los niveles de anticuerpos hacia el CFPE de M. bovis y CFPE
de M. avium de ambos grupos de animales. No se encontrd diferencia significativa
entre los grupos durante todo el estudio. Sin embargo, de manera descriptiva, se
observé un incremento al dia 30 posvacunacion (DOggynm 0.524 + 0.12) en animales
vacunados, seguido de un decremento hasta el dia 90, que se mantuvo estable hasta el
fin del experimento. En el grupo control, se observé un incremento al dia 270 (DO492nm
0.433 + 0.18), debido a una becerra (NUm. 9532) que presentd niveles altos de
anticuerpos. En cuanto a los titulos de anticuerpos hacia el CFPE de M. avium, no se
encontré diferencia significativa entre ambos grupos, al igual que hacia el CFPE de M.
bovis. Los niveles de los 2 grupos fueron bajos en general y tienden a subir del dia 120
hasta el fin del estudio. Se percibié un ligero pico al dia 30 en animales vacunados,

similar a lo encontrado hacia el CFPE de M. bovis.
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Figura 4. Promedios de los niveles de anticuerpos IgG hacia el CFPE de M. bovis o el CFPE de
M. avium en bovinos vacunados con BCG y no vacunados en diferentes tiempos.

6.4.- Deteccion de Mycobacterium bovis

6.4.1.- Aislamiento de Mycobacterium bovis

No se logro aislar M. bovis en exudados nasales durante el transcurso del estudio.

6.4.2.- PCRsimple

Durante el tiempo del estudio, no se obtuvieron resultados positivos mediante la PCR

simple del gen MPB70.
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6.4.3.- PCR anidada

Utilizando la PCR anidada, se amplific6 un fragmento interno de 208 pb de los
productos de PCR simple obtenidos del gen MPB70. Al dia O, el gen se detectd en 2
becerras (figura 5), una pertenecia al grupo vacunado con BCG (carril 8) y la otra al

grupo control (carril 9).
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Figura 5. Deteccién del gen MPB70 mediante la PCR anidada a partir de muestras de
secreciones nasales de becerras vacunadas con BCG o no vacunadas al dia 0 del experimento.
Carril 2: peso molecular; Carriles 5-9 y 11-15: muestras de ADN de las becerras (c: grupo
control; v: grupo vacunado con BCG); Carril 16: control positivo (M. bovis); Carril 18: control
negativo (agua).

En la figura 6, estdan representados los resultados de la PCR anidada del dia 90
posvacunacién. Podemos observar 4 muestras positivas, tres del grupo vacunado con

BCG y una del grupo control.
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Figura 6. Deteccion del gen MPB70 mediante la PCR anidada a partir de muestras de
secreciones nasales de becerras vacunadas con BCG y no vacunadas al dia 90 posvacunacion.
Carril 3: peso molecular; Carriles 5-13: muestras de ADN de las becerras (c: grupo control; v:

grupo vacunado con BCG); Carril 16: control negativo (agua); Carril 17: control positivo (M.
bovis).
Al dia 180, todas las becerras obtuvieron un resultado positivo mediante la PCR
anidada del gen MPB70 (figura 7). Cabe mencionar que se observan las muestras de 8

becerras, ya que 2 del grupo vacunado con BCG se murieron.
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Figura 7. Deteccién del gen MPB70 mediante la PCR anidada a partir de muestras de
secreciones nasales de becerras vacunadas con BCG o no vacunadas al dia 180 posvacunacién.
Carril 3: peso molecular; Carriles 5-10 y 12-13: muestras de ADN de las becerras (c: grupo
control; v: grupo vacunado con BCG); Carril 14: control negativo (agua); Carril 15: control
positivo (M. bovis).
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Al dia 270 posvacunacién, podemos observar que las becerras de ambos grupos de

animales obtuvieron un resultado positivo mediante la PCR anidada del gen MPB70
(figura 8), al igual que al dia 180.
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Figura 8. Deteccién del gen MPB70 mediante la PCR anidada a partir de muestras de
secreciones nasales de becerras vacunadas con BCG o no vacunadas al dia 270 posvacunacion.
Carril 2: peso molecular; Carriles 4-11 muestras de ADN de las becerras (c: grupo control; v:
grupo vacunado con BCG); Carril 13: control negativo (agua); Carril 14: control positivo (V.

bovis).
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6.5.- Evaluacion de las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8"

En cuanto a la proporcion de linfocitos T CD4/CD8, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas durante el experimento entre los 2 grupos de animales
(figura 9). Las curvas son muy similares, con el grupo control teniendo una relacién
CD4/CD8 mas alta casi durante todo el estudio. De manera descriptiva, se observd que
entre los dias 0 y 15, la proporcién de células T CD4" baja en ambos grupos de
animales y tiende a subir entre los dias 21 y 120. En cuanto a la proporcion de células T
CD8", no se observaron cambios notables, tanto en animales vacunados como en

animales no vacunados.
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Figura 9. Proporcidon de linfocitos T CD4/CD8 presente en células mononucleares de sangre
periférica de becerras vacunadas con BCG o no vacunadas en diferentes tiempos.
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8. Discusion

La BCG, una cepa viva atenuada de M. bovis, constituye la Unica vacuna humana

Ill

comercial aprobada en contra de la TB y representa el “estandar de oro” para inducir
una respuesta inmune protectora hacia la enfermedad, aunque su proteccién es
variable, tanto en humanos como en bovinos. La BCG posee un excelente patron de
seguridad en humanos e induce niveles significativos de proteccion en bovinos, por lo
cual es una excelente opcion de vacuna en contra de la TB en ganado actualmente. Se
ha demostrado que la vacuna BCG confiere proteccion inmunitaria contra M. bovis en
bovinos, reduciendo la severidad de la infeccién hasta un 75 %, con una disminucion
de la carga bacteriana y del grado de lesiones (Vordermeier y cols. 2002). El
establecimiento de una respuesta CMI es esencial en la inmunidad protectora contra la
TBB, por lo que es deseable que las vacunas sean capaces de estimular y mantener
este tipo de inmunidad, en la cual, participan de manera relevante los linfocitos Thl
especificos productores de TNF-a, IFN-y e IL-2 (Garcia y cols. 2009). En la evaluacion de
vacunas contra la TBB, la cuantificacion de la produccién de IFN-y, por las células T

especificas, representa un pardmetro importante que permite determinar de forma

parcial, el establecimiento de la inmunidad protectora.

La importancia del presente estudio radicé, primordialmente, en la vacunacion de
becerras, bajo un escenario experimental natural, en donde se desarrolla la infeccién
en condiciones de campo no controladas, desafios no determinados y en el cual
participan cepas patogenas de M. bovis, micobacterias ambientales, infecciones no
micobacterianas y el propio sistema inmune de las becerras. Para lo cual, se evalud la
respuesta inmune de becerras menores de 3 meses de edad, vacunadas con una dosis
de 1 x 10° UFC de BCG cepa Phipps, expuestas de manera natural a M. bovis; la
explotacién lechera donde se encontraban las becerras tenia una prevalencia de 5 %

en becerras y 40 % en vacas en produccion al inicio del estudio.

Con el propdsito de obtener informacion relevante sobre la CMI que se genera
después de la vacunacién con BCG, se realizd una cinética de produccion del IFN-y,
donde el efecto de la vacuna se manifestd entre los dias 21 y 150 posvacunacion,

correlacionando con lo reportado; en estudios de vacunacion de becerras con 10* 010°
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UFC de BCG cepa Pasteur, encontraron que los niveles de IFN-y sufren un incremento
rapido hacia el PPD bovino, con un pico entre la 2 y 4 semanas y una disminucion entre
la 5 y 8 semanas posvacunacién (Buddle vy cols. 2005). Se ha reportado que una
induccion répida de IFN-y después de la vacunacién por via subcutanea nos indica que
la vacuna serd protectora contra la TB. En un estudio, donde la vacunacién subcutdnea
con BCG no indujo proteccion, no se observd un incremento rapido de la produccién
de IFN-y hacia el PPD bovino entre las semanas 2 y 4 posvacunacion (Buddle y cols.
2002). Por lo cual, podemos deducir, en el presente trabajo, que la vacunacién
estimuld una respuesta celular protectora en las becerras. La produccion sostenida de
IFN-y hasta el dia 150 nos indica que el sistema inmune de las becerras se encuentran
bajo un estimulo constante, probablemente provocado por la presencia de M. bovis en
el hato. Por otro lado, en este estudio, se observaron diferencias importantes en la
produccién de IFN-y hacia el PPD bovino, entre el grupo de becerras vacunadas con
BCG y el grupo control, de igual manera al ser comparados con los inducidos hacia el
PPD aviar, indicando que la produccién de IFN-y es inducida por la vacunacion con BCG

y es especifica de los antigenos de M. bovis.

La vacunacion constituye un modelo apropiado para el control de la TBB. Sin embargo,
la vacuna BCG compromete la especificidad de la prueba diagndstica de la tuberculina,
por lo cual no es utilizada para el control de la TBB. La complejidad de las proteinas
presentes en la tuberculina y la presencia de componentes compartidos con la BCG y
micobacterias ambientales orientaron las busquedas hacia antigenos especificos,
caracteristicos de M. bovis. La identificacion de 2 antigenos, ESAT-6 y CFP-10, presentes
en las micobacterias del CMTB y ausentes de la BCG y micobacterias no tuberculosas,
permitid incrementar la especificidad del diagndstico, diferenciando animales
infectados de animales vacunados o sensibilizados con micobacterias ambientales (Rua-
Domenech y cols. 2005; Garbaccio y cols. 2006; Behr 1999; Vordermeier y cols. 2001).
En el presente trabajo, los ligeros incrementos en la produccién de IFN-y hacia ESAT-6 y
CFP-10 encontrados tanto en animales vacunados como no vacunados, son indicativos
de que algunas becerras estuvieron en contacto con micobacterias patégenas. Los
niveles de IFN-y hacia ambos antigenos son casi siempre mas altos en el grupo control,

confirmando que la vacuna no sensibilizéd los animales hacia las 2 proteinas. Una
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respuesta fuerte y sostenida hacia ESAT-6 y CFP-10 de una becerra del grupo control
nos permitio sospechar que el animal estaba infectado, ya que se ha reportado que los
niveles de IFN-y hacia ESAT-6 correlacionan con el grado de la patologia en TBB
experimental (Vordermeier y cols. 2002). En general, las curvas de produccion de IFN-y
hacia ESAT-6 y CFP-10 son muy similares en ambos grupos de animales, lo que nos
permite utilizarlos juntos o solos para diferenciar animales infectados con M. bovis de

vacunados con BCG.

El efecto de la vacunacion sobre el sistema inmune en becerras recién nacidas no ha
sido bien descrito. La proteccion conferida por la vacunacion temprana es muy critica
por la gran diversidad y cantidad de patdgenos potenciales dentro del entorno del
becerro. Se ha mencionado que el sistema inmune de becerros recién nacidos es
completamente inmunocompetente, aunque no sensibilizado. Al nacer, el nimero de
linfocitos B es aproximadamente 30 % del encontrado en animales adultos y alcanza
niveles adultos alrededor de 20 dias posparto. La CMI es deficiente en becerros recién
nacidos. Sin embargo, alcanza niveles similares a los de adultos a 2 semanas de edad
(Osburn y cols. 1974; Senogles y cols. 1978). Por lo tanto, los becerros de 1 mes poseen
un sistema inmune maduro. Para este estudio, se utilizaron becerras con un promedio
de tres meses de edad, con un sistema inmune maduro, como lo indicaron las altas
producciones de IFN-y frente al mitégeno Pokeweed, con valores de DOgsonm SUperior a
1.2, aunque estas fueron heterogéneas, en ambos grupos de animales. El empleo del
mitogeno en la prueba de deteccidon de IFN-y nos permitid verificar tanto la madurez
del sistema inmune como la viabilidad y funcionalidad de las células. Ademas, permitio
detectar animales con problemas de salud, ya que los valores bajan de manera

drastica, cuando el animal esta enfermo, cerca de fallecer.

M. bovis es una bacteria intracelular facultativa y la idea de que los anticuerpos
puedan tener un papel protector generalmente es rechazada, ya que una vez que el
bacilo se encuentra dentro del macréfago, su inaccesibilidad impide a los anticuerpos
ejercer su accidén y el establecimiento de una inmunidad humoral protectora. Se
considera que los mecanismos de defensa del hospedero contra patdégenos

intracelulares son mediados por la inmunidad celular. Consecuentemente, la mayoria
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de las vacunas que se desarrollan contra la TB, intentan conferir proteccién por
estimulacion de la inmunidad celular. La reevaluacién de los aspectos relacionados con
la proteccién mediada por los anticuerpos frente a la infeccion por M. bovis y la
busqueda de nuevas alternativas parece sumamente interesante teniendo en cuenta
las nuevas evidencias del papel protector de los anticuerpos frente a otros
microorganismos intracelulares. El estudio de bacterias intracelulares, ha
proporcionado ejemplos que evidencian la proteccién mediada por los anticuerpos. En
un estudio, mostraron que en la infeccién causada por la bacteria intracelular obligada
Ehrlichia chaffensis, los anticuerpos especificos podrian mediar la proteccién contra el
patdgeno, bloqueando la entrada a las células o promoviendo la expresion de citocinas
proinflamatorias (Lee y cols. 1997; Winslow y cols. 2000). Otro ejemplo interesante es
la vacuna de subunidades de polisacdridos de Salmonella typhi, donde la proteccién
hacia este patdgeno intracelular facultativo es mediada por anticuerpos (Glatman-

Freedman. 2003).

La produccion de anticuerpos en las diferentes etapas de la TBB es muy variable y
generalmente niveles altos se detectan en etapas avanzadas de la enfermedad,
asociados a un estado anérgico del animal (Garibay 2005). En este trabajo, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de anticuerpos hacia los CFPEs de
M. bovis y M. avium en ambos grupos de animales, lo que correlaciona con lo
reportado. Buddle y col. 2003 evaluaron la respuesta inmune celular y humoral de
animales vacunados y revacunados con una dosis de 1 x 10° UFC de BCG Pasteur y
encontraron que no existe una sintesis de anticuerpos después de la vacunacién. Los
altos titulos de anticuerpos hacia el CFPE de M. bovis observados entre los dias 0 y 60
son probablemente debido a la prueba de la tuberculina que se aplicé 10 dias previos a
la vacunacion, ya que se ha reportado que esta prueba incrementa los niveles de
anticuerpos en animales controles, no vacunados, ni infectados (Lyashchenko y cols.
2004). Al fin del estudio, una becerra del grupo control (Nium. 9532) mostrd niveles
altos de anticuerpos hacia el CFPE de M. bovis. Ademads, el animal mostrdé una
produccién alta de IFN-y hacia ESAT-6 y CFP-10, lo que permitié sospechar que el
animal estaba infectado. En un estudio en donde evaluaron los sueros de 560 animales

infectados o no infectados por M. bovis mediante la prueba de ELISA, utilizando el PPD
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bovino como antigeno, detectaron niveles de anticuerpos similares en ambos grupos
de animales, demostrando la pobre eficacia de la prueba en la deteccion de animales
infectados. Sin embargo, altos titulos (6 %) se observaron en algunos animales del
grupo infectado (Amadori y cols. 1998). En base a eso, podemos concluir que la
deteccion de anticuerpos mediante ELISA podria servir como prueba complementaria,
junto con la prueba de la tuberculina y/o la prueba de deteccion de IFN-y, en la

deteccidon de animales infectados.

La prueba de la tuberculina es caracterizada por generar una respuesta de
hipersensibilidad retardada, que permite medir la inmunidad celular. Actualmente,
sigue siendo la prueba de inmunodiagndstico mds aplicada como herramienta de
vigilancia para la TBB después de la cual, los animales reactores deben ser sacrificados.
Sin embargo, en paises en desarrollo como México, en donde el sacrificio de los
animales reactores es costoso, la aplicacion de una vacuna como estrategia de control
de la enfermedad representa una solucion atractiva. La BCG representa la Unica
vacuna comercial disponible en humano y ha sido ampliamente probada en ganado en
contra de la TB. No obstante, el impedimento de la introduccién de la BCG como
vacuna en bovinos se debe a que sensibiliza los animales a la prueba de la tuberculina,

lo que invalida el diagnéstico.

En este trabajo, se realizd la prueba de la tuberculina cervical doble comparativa, 10
dias antes de la vacunacion, para confirmar el estado libre de TB de los animales y 270
dias posvacunacion. Ningun animal reacciond a la prueba de la tuberculina 10 dias
prevacunacién. Sin embargo, a los 270 dias, un animal del grupo control (Nium. 9532)
fue reactor, confirmando que el animal estd infectado, ya que fue positivo a las
pruebas de deteccion de IFN-y hacia ESAT-6 y CFP-10, ELISA y a la PCR anidada. En
cuanto al grupo vacunado, no se presento ningun animal positivo a los 270 dias
posvacunales, demostrando que la vacunacion con BCG no siempre interfiere con la
prueba de la tuberculina como se ha reportado. La falta de respuesta en la prueba de
la tuberculina después de la vacunacion podria ser debida a la cepa utilizada, ya que en
la mayoria de los estudios, en donde encuentran una reaccion positiva a la prueba de

la tuberculina después de vacunar con BCG, utilizan las cepas Pasteur o Danesa
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(Buddle y cols. 1995; Buddle y cols. 2003; Whelan y cols. 2011). Un estudio realizado
con diferentes cepas de BCG en ratones, ha revelado que la cepa Phipps provoca
respuestas de hipersensibilidad retardada moderadas. El mismo estudio demuestra
gue la vacunacion con cepas de BCG de menor proteccién es asociada con una fuerte
inflamacién pulmonar y corresponde a fuertes respuestas de hipersensibilidad
retardada, mientras que las cepas que procuren un nivel alto de proteccién inducen
respuestas de hipersensibilidad retardada bajas (Castillo y cols. 2006). Por lo tanto, la
vacunacion de becerras con la cepa BCG Phipps se podria considerar para el control de

la TBB, ya que no interfiere en la prueba diagndstica de la tuberculina.

La inmunidad hacia infecciones micobacterianas es dependiente de las interacciones
entre las células T y los macréfagos. Los linfocitos T CD4" activados secretan IFN-y,
promoviendo los mecanismos microbicidas de los macréfagos, mientras que los
linfocitos T CD8" citotdxicos eliminan las células infectadas. Los cambios de esas dos
subpoblaciones de linfocitos T han sido reportados en animales infectados o
vacunados con BCG, indicando su implicacién en la respuesta inmune anti-
micobacteriana. En este estudio, no se observaron cambios significativos de esas
subpoblaciones en animales vacunados. Se ha reportado un incremento de células T
CD4" alrededor del dia 20 y ningtin cambio notable en las células T CD8* después de la
infeccién de becerros con 7 x 10° UFC de M. bovis (Kennedy y cols. 2002). En un
estudio de Pollock y cols 1996, utilizando 1 x 10’ UFC de una cepa virulenta de M.
bovis, encontraron que las células T CD4" incrementan del dia 23 al dia 44, seguido de
un incremento de las células T CD8" hasta el fin del estudio que duré 95 dias. En otro
estudio, en el cual vacunaron animales con 8 x 10° UFC de BCG Danesa, no se
observaron cambios de esas 2 subpoblaciones en las 3 primeras semanas. Las células T
CD4" se incrementaron significativamente entre las semanas 4 y 6, mientras que el
incremento de las células T CD8" se percibié hasta la semana 8 y las 2 subpoblaciones
regresaron a un nivel de pre-vacunacién a la semana 10 (Buza y cols. 2009). El uso de
diferentes dosis, cepas y vias de inoculacion de las micobacterias (subcutdnea o
intranasal), ademas de la edad de las becerras, ya que en la mayoria de los estudios
utilizan animales mayores a 6 meses de edad y los diferentes niveles de control de las
condiciones del experimento, son probablemente factores que provocan diferencias
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entre cada estudio. La disminucién de las células T CD4" que se observa en los
primeros 15 dias del experimento podria reflejar cambios naturales edad-
dependientes, ya que ocurre en ambos grupos de animales. Al inicio del experimento,
las becerras tenian alrededor de 3 meses de edad y los estudios de cinética de
subpoblaciones de linfocitos T en sangre periférica de becerras demostraron que los
porcentajes de células T CD4" bajaban significativamente entre 30 y 120 dias de edad,
mientras que no se notaban cambios en la distribucién de las células T CD8" (Wilson y
cols. 1996; Kampen y cols. 2006), correlacionando con los resultados obtenidos y

confirmando que la vacuna no indujo cambios en las 2 subpoblaciones.

El aislamiento por cultivo bacteriolégico convencional representa la prueba de oro
para la deteccién de M. bovis en muestras clinicas como tejidos, secrecidn nasal, leche
y sangre. Sin embargo, en este estudio, no se logrd aislar M. bovis de las secreciones
nasales mediante el cultivo. No obstante, existen pruebas que ofrecen otras ventajas
en cuanto a la sensibilidad y rapidez como la PCR, de la cual se han desarrollado
protocolos para la identificacién de M. bovis. Sin embargo, cuando se realizé la PCR
simple del gen MPB70, no se logré amplificar el gen. Un nimero bajo de bacilos
presentes en la muestra, los procesos de descontaminacion y la excrecidn intermitente
de la bacteria fueron probablemente algunos factores que impidieron tanto el

aislamiento bacteriolégico como la amplificacidn del gen por PCR simple.

La excrecion por el tracto respiratorio y la inhalacién de M. bovis son consideradas
como las vias principales de transmision de la infeccién entre bovinos. Un estudio con
becerros experimentalmente infectados con M. bovis indica que después de un cierto
periodo posterior a la inoculaciéon (80-100 dias), se puede aislar la micobacteria
consecutivamente de las secreciones nasales durante un tiempo (10-60 dias
posinfeccion), antes de que la excrecidn se vuelva intermitente (Neill y cols. 1988a;
1989; 1991). Los periodos entre las excreciones varian de 6 a 25 semanas. La cantidad
de bacilos y el periodo antes de que empiece la excrecidon parecen ser inversamente
relacionados con la dosis de infeccidn. Evidencias de la excrecion se ha demostrado en
estudios de campo en donde mas del 20 % del ganado tuberculoso tenian la bacteria

en fosas nasales (Mcllror y cols. 1986; Neill y cols. 1988a). Ademas, se ha reportado el
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aislamiento de M. bovis en secreciones nasales de animales infectados
experimentalmente, los cuales eran negativos a la prueba de la tuberculina, pero

positivos a ensayos in vitro hacia antigenos micobacterianos (Neill y cols. 1992).

El empleo de la PCR anidada, que amplifica los productos de la PCR simple del gen
MPB70, permite incrementar la sensibilidad del diagndstico. Como sucedidé, en un
estudio en el cual analizaron la PCR anidada del gen MPB70, obtuvieron una
especificidad de 77 % y una sensibilidad de 100 %, mientras que con la PCR simple del
mismo gen, la especificidad fue de 88 % y la sensibilidad de 53 %. Ademas, observaron
una buena concordancia de la prueba, tanto con la histopatologia como con los
cultivos de M. bovis (Estrada y cols. 2004). En el presente trabajo, se logré detectar M.
bovis mediante esa prueba en los diferentes muestreos en los que se obtuvieron
muestras de secreciones nasales. El nimero de becerras positivas a la prueba
incrementd a cada muestreo, hasta obtener resultados positivos para todos los
animales en los ultimos 2 muestreos, indicando que M. bovis circula en el hato y que
con el tiempo, las probabilidades de que los animales entren en contacto con la
micobacteria se incrementan, sobre todo en un hato de alta prevalencia. Sin embargo,
el hecho de que los animales tengan la bacteria en las secreciones nasales, no indica
qgue el animal este infectado, segln los resultados negativos de las otras pruebas que
se efectuaron (tuberculina, IFN-y y ELISA), con la excepcién de una becerra del grupo

control, positiva a todas las pruebas al final del estudio.
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9. CONCLUSIONES

La vacunacién con BCG cepa Phipps, empleado a una dosis de 1 x 10° UFC, ocasiond

una respuesta inmune moderada, en becerras menores a tres meses de edad:

» Indujo una respuesta mediada por células en sangre periférica, mediante la
produccién de IFN-y especifica hacia el PPD bovino.

» No indujo una respuesta humoral mediada por anticuerpos hacia M. bovis.

> No provocé cambios en las subpoblaciones de linfocitos T CD4" y CD8".

» No sensibilizd los animales a la prueba de la tuberculina hacia el PPD

bovino.

Por lo tanto, la vacunacién con a una dosis de 1 x 10° UFC de BCG cepa Phipps, en
becerras de unos meses de edad, confiere proteccion mediante la produccién de
IFN-y, citocina esencial en la respuesta inmune hacia M. bovis, sin interferir con la
prueba diagndstica de la tuberculina. Por lo cual, se podria considerar como una

estrategia en el control de la TBB en hatos de altas prevalencias.

La deteccion de M. bovis mediante el cultivo bacteriolégico y la PCR simple del gen
MPB70 no representan métodos adecuados para el diagndstico de la TBB, mientras
que la PCR anidada resultd mas efectiva para detectar la micobacteria, sin
asegurarnos que el animal este infectado, por lo cual, son necesarios mas estudios

para determinar la significancia de los resultados obtenidos en el presente estudio.

42



10.- ANEXO

Abreviaturas

ADN Acido desoxirribonucleico

BCG Bacilo Calmette-Guérin

°C Grados centigrados

CFP-10 Proteina de filtrado de cultivo de 10 KDa
CFPE Extracto proteinico de filtrado de cultivo
cm Centimetros

CMI Inmunidad mediada por células

CMTB Complejo Mycobacterium tuberculosis
CO, Dioxido de carbono

CPA Célula presentadora de antigeno

dNTP Desoxirribonucleodtidos trifosfatos

DO Densidad dptica

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

ELISA Ensayo de inmunoabsorcion ligado por enzimas
ESAT-6 Antigeno 6 de secrecion temprana

Fg Femtogramos

FITC Isotiocianato de fluoresceina

HT Hipersensibilidad tardia

IDR Intradermorreaccion

IFN-y Interferéon-gamma

IL Interleucina

IP-10 Proteina inducida por IFN-y

1S6110 Secuencias de insercion especifica del complejo M. tuberculosis
KDa Kilodaltones
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L Litros

LAM Lipoarabinomanano

mAGP Acidos micélicos-arabinogalactano-peptidoglucano
M. bovis Mycobacterium bovis

MCH Complejo mayor de histocompatibilidad

MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1

MIP-1a/B Proteina inflamatoria de macrofagos

ul Microlitros
ml Mililitros
MPB70 Proteina de secrecion inmunogénica principal de M. bovis

(NH4),S04 Sulfato de amonio

NK Células asesinas naturales

nm Nanometros

OADC Acido oleico, albumina, dextrosa, catalasa
PBA PBS-Albumina fetal bovina-Azida de sodio
Pb Pares de bases

PBS Solucion salina de fosfatos

PCR Reaccidn en cadena de la polimerasa

PE Ficoeritrina

PPD Derivado proteico purificado

PWM Mitégeno Pokeweed o fitolaca americana
RD Regiones de diferencia

rem Revoluciones por minuto

B Tuberculosis

TBB Tuberculosis Bovina

TBH Tuberculosis Humana
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TLR Receptores tipo Toll

TNF-a Factor de necrosis tumoral-alfa
ul Unidades internacionales
UFC Unidades formadoras de colonias
WC1 Workshop Cluster 1
Soluciones

SOLUCION DE FIJADO

Solucién de carbonatos 0.06 M pH 9.6
Bicarbonato de sodio (NaHCOs) 3.8 gr/L
Carbonato de sodio (Na,COs) 1.93 gr/L
Agua destilada 1L

SOLUCION DE LAVADO

Solucién de fosfatos (PBS) pH 7.4 y Tween 20 al 0.1 %
Fosfato disddico hidrogenado (Na,;HPOQ,) 1.1 gr/L
Fosfato sédico dihidrogenado (NaH,PO,) 0.32 gr/L
Cloruro de sodio (NaCl) 8.5 gr/L

Tween 20 0.5ml/L

Agua destilada 1L

SOLUCION BLOQUEADORA

Leche descremada en PBS y Tween 20 al 0.1%
Fosfato disddico hidrogenado (Na,HPO,4) 1.1 gr/L
Fosfato sddico dihidrogenado (NaH,P0Q4) 0.32 gr/L
Cloruro de sodio (NaCl) 8.5 gr/L

Tween 20 0.5ml/L

Leche descremada en polvo 1.5 gr/100ml

Agua destilada 1L
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SOLUCION DE REVELADO

Solucién de citratos pH 4.5

Acido citrico (CgHgO-) 4.6 gr/L
Citrato trisddico (NasCgHs07) 7.4 gr/L
Agua destilada 1L

Agregar al momento de su empleo:
Ortofenildiamina 0.004gr/10ml

Agua Oxigenada (H,0,) 4 ul /10 ml

Solucion lisis pH 7.2-7.4
8.28 g NH,CI

1 g KHCO;

0,037 g EDTA

100 ml agua destilada

PBS-albumina 0.2%-azida de sodio 0.2%
100 ml PBS
0.2 g albumina bovina

0.2 g 4zida de sodio
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