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RESUMEN

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad zoonética y en México las explotaciones lecheras
presentan una prevalencia promedio del 16.5 %. El objetivo del presente estudio fue evaluar el
comportamiento de 3 inmundgenos: BCG Phipps, extracto proteico de filtrado de cultivo de
Mycobacterium bovis y M. vaccae para el control de la TBb en un hato con alta prevalencia y la
respuesta inmune de becerras vacunadas con la BCG Phipps. El trabajo se llevd a cabo en 2
etapas. En la primera, se hizo un andlisis retrospectivo, a partir de los expedientes de las pruebas
de tuberculina y de necropsias, de un hato donde se realiz6 un programa de control con
vacunacion. La segunda se dedico al seguimiento de 2 grupos de animales vacunados con BCG
cepa Phipps a 2 diferentes dosis (1 X 10° UFC y 1 X 10° UFC), ya que este inmunégeno obtuvo la
mejor eficacia vacunal en la primera parte del estudio. El seguimiento de los grupos se hizo
mediante pruebas inmunoldgicas como las pruebas de tuberculina e IFN-y, para determinar la
respuesta inmune celular y la prueba de ELISA, para estudiar la inmunidad humoral. Ademas, se
realizé la prueba de PCR para la deteccion de M. bovis en secrecion nasal. Los resultados de la
primera parte mostraron una disminucion en la prevalencia de TBb de 28 % a 11.7 %, como
consecuencia del programa de control con vacunacion. La eficacia vacunal para la BCG calculada
mediante la frecuencia de reactores a la prueba de tuberculina y los expedientes de necropsias
fueron del 37.11 % y del 28.7 % respectivamente. Ademas se observd un menor grado de
diseminacién de lesiones en los grupos vacunados, limitdndose solamente a una linfoadenopatia
granulomatosa, mientras que en el grupo no vacunados, se presentaron casos de TBb miliar
generalizada. En la segunda parte del estudio, se encontré un incremento significativo en la
produccion de IFN-y, solamente en el grupo vacunado con una dosis de 1 X 10° UFC de BCG. De
los 2 grupos vacunados, solo 5 de 22 animales reaccionaron a la prueba de tuberculina a los 3
meses posvacunacion. Las cinéticas de anticuerpos mostraron un incremento hacia antigenos de
M. bovis a los 15 dias posvacunacion, tanto en los grupos vacunados como en el grupo control,
debido a la posible exposicion a micobacterias ambientales. En la prueba de PCR, no se detecto6 la
presencia de M. bovis en los grupos de estudio. Los resultados mostraron una eficacia vacunal
baja, en hatos con alta prevalencia de TBb en comparacién con otras investigaciones y que la
vacunacion con la BCG cepa Phipps induce una respuesta de IFN-y en animales vacunados con

una dosis de 1 X 10° UFC y no interfiere con la prueba de diagnéstico oficial.

Palabras clave: BCG Phipps, Eficacia vacunal, Evaluacion, Tuberculosis bovina.



ABSTRACT

Bovine tuberculosis (bTB) is a zoonotic disease and in Mexico, the disease presents a
mean prevalence of 16.5 % in dairy farms. The aim of the present study was to determine
the efficacy of 3 different vaccines for the control of bTB: BCG Phipps, Mycobacterium
bovis culture filtrate proteic extract and M. vaccae, in a herd with high prevalence of the
disease and the immune response of calves vaccinated with BCG Phipps. The work was
carried out in two parts. In the first part, a retrospective analysis was conducted from
records of tuberculin tests and necropsies of a herd under a vaccination control program.
In the second part, the study were conducted with two groups of animals vaccinated with
BCG Phipps strain at 2 different doses (1 X 10* CFU and 1 X 10° CFU), which had shown
the best vaccine efficacy in the first part of the study. Monitoring of groups was done
through immunological tests such as tuberculin and IFN-y tests, in order to determine the
cellular immmune response and the ELISA test, to study the humoral immune response. In
addition, PCR was used for detection of M. bovis from nasal secretion. The results of the
first part of the research showed a decrease in bTB prevalence from 28 % to 11.7 %, as a
result of vaccination control program. The BCG vaccine efficacy, first calculated by the
frequency of tuberculin test reactors was 37.11 % and 28.7 % when necropsy results were
taken into account. In addition, a lower grade of spread lesions was observed in the
vaccinated groups, only limited to granulomatous lymphadenopathy, while in the
unvaccinated group, there were cases of generalized military TBb. In the second part of
the work, the results of IFN-y production showed a significant increase only in the 1 X 10°
BCG vaccinated group. Regarding to the tuberculin test, only 5 of 22 animals reacted in
the 2 vaccinated groups, 3 months after vaccination. The antibodies kinetics showed an
increase against M. bovis antigens 15 days post-vaccination in vaccinated and control
groups, due to possible exposure to environmental mycobacteria. Moreover, the PCR test
did not detect the presence of M. bovis in any study group. The results showed that
vaccine efficacy was low in herds with high bTB prevalence in comparison with other
researches and that vaccination with BCG Phipps strain induced a significant IFN-y
response in animals vaccinated with a dose of 1 X 10° CFU and that the vaccine does not

interfere with official diagnostic test.

Key words: BCG Phipps, Bovine tuberculosis, Evaluation, Vaccine efficacy.



1. INTRODUCCION
Generalidades de la Tuberculosis bovina

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por micobacterias del
complejo Mycobacterium tuberculosis e incluye a las especies: M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. microti M. pinnipedii, M. caprae, y M. canetti (Gutiérrez et
al., 2005) estas especies producen TB en diferentes hospedadores. La
tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad ocasionada por M. bovis, se
caracteriza por ser zoongética y de distribucion mundial (Abalos y Retamal, 2004;
CFPSH, 2007; Shitaye et al., 2007), ya que puede causar hasta un 10 % de los
casos de TB humana, en paises donde la TBb es comun (O'Reilly y Daborn,
1995).

La TBb se define como una enfermedad infecciosa, crénica, debilitante,
aunque en ocasiones puede presentar un curso agudo y progresivo. Causa
emaciacion progresiva, fiebre fluctuante, inapetencia, tos, disnea, taquipnea,
linfadenitis, estos signos son observables en animales con un cuadro avanzado de
la enfermedad, hoy en dia debido al manejo en las explotaciones lecheras, donde
en promedio a los 3 y medio partos se reemplazan a los animales, es poco comun
observar estos signos en los animales infectados. En los paises con programas de
erradicacion raramente se observa evidencia clinica, debido a que la prueba
intradérmica de tuberculina facilita el diagndstico y eliminacién de bovinos
infectados antes de que aparezcan signos clinicos de TBb (OIE, 2004).

En caso de presentarse en los linfonodos cervicales puede causar
obstruccion de vasos sanguineos o de las vias respiratorias y digestivas, como en
casos observados en un grupo de bovinos Ankole-Watusi (Gonzalez et al., 2007).
El ganado bovino es el hospedero primario de M. bovis, la cual tiene la capacidad
de penetrar las mucosas e invadir los tejidos linfaticos del tracto respiratorio
(Dunlap et al., 2000; Grange, 2001). La propagacion de la infeccién se hace por la
exposicibn a bovinos infectados, los cuales diseminan la micobacteria

principalmente por via aerd6gena mediante aerosoles provenientes de lesiones



pulmonares (Abalos y Retamal, 2004). Una segunda via importante de transmisién
de la infeccion es mediante la glandula mamaria infectada, a través del consumo
de leche por los becerros (Grange, 2001; Ameni et al., 2003; Amanfu, 2006; Harris
et al., 2007; Une y Mori, 2007).

En la TBb, existen dos tipos de hospederos, ademas del ganado bovino: los
de manutencidon o reservorios y los incidentales. Los reservorios se infectan,
enferman y pueden transmitir enfermedad a otros individuos susceptibles,
conservando la infeccibn en sus poblaciones, mientras que los hospederos
incidentales se infectan y desarrollan la enfermedad, sin embargo, la diseminacién
a otros individuos es poco frecuente y una fuente externa de infeccion es
requerida para mantener la enfermedad en la poblacion (Abalos y Retamal, 2004;
Biet et al., 2005; Meikle et al., 2011).

Se han identificado diferentes especies de mamiferos como reservorios de
M. bovis: zariglieyas en Nueva Zelanda (Porphyre et al., 2008); los tejones en el
Reino Unido e Irlanda (Neill et al., 2001); el venado cola blanca en Estados Unidos
(EE.UU.) (Corner, 2006; Palmer, 2008). Otros animales donde se ha aislado el
microorganismo son: los bisontes en Canada, kudus y bufalos en Africa (Corner,
2006; Jha et al., 2007) y los jabalies en Espafia (Parra et al., 2005; Naranjo et al.,
2008). Por ejemplo, en Michigan EE.UU., se reportaron dos casos de TB zoonética
en una unidad que se dedicaba a la caceria de venados. Se descubrio que la
fuente de contagio fue un cadaver de venado, el cual fue positivo al cultivo
bacteriol6gico, con un genotipo idéntico al encontrado en las personas infectadas
(Wilkins et al., 2008). En cuanto a los huéspedes incidentales, se han identificado
animales de granja como son: ovejas (Marianelli et al., 2010), cabras (Parra et al.,
2005; Crawshaw et al., 2008; Cadmus et al., 2009), caballos, asnos, mulas,
cerdos, perros (Ellis et al., 2006) y gatos (CFPSH, 2007), ademas animales de
zoologicos como: 0sos, leones, tigres (Lantos et al., 2003), leopardos, chitas,
linces (Briones et al., 2000), hurones (Corner, 2006), alpacas, llamas, camellos,
jirafas y rinocerontes (Une y Mori, 2007), asi como fauna de vida libre como los

minks y coyotes (CFPSH, 2007). Por lo tanto, M. bovis posee un vasto espectro de



mamiferos susceptibles, las aves son resistentes a la infeccion (O Reilly y Daborn,
1995; Abalos y Retamal, 2004; OIE, 2004, Biet et al., 2005; CFPSH, 2007).

Importancia de la TBb en la salud humana

A principio del siglo XIX, se asocio la enfermedad conocida como escréfula
(linfadenitis cervical) al consumo de leche proveniente de vacas enfermas con TB.
En 1868, las publicaciones de los estudios de Villemin demostraron la transmision
experimental de la tuberculosis humana y bovina a conejos. Ademas, los
aislamientos de Koch del bacilo tuberculoso de ambas fuentes, humana y bovina
(Grange, 2001), demostraron que el bovino puede transmitir la TB al ser humano.

Existen muchos estudios de frecuencias, prevalencias e incidencia de casos
de TB zoondtica en humanos ocasionada por M. bovis en diversos paises. En los
paises desarrollados se han observado menos casos de TB zoondtica en
comparacion con los paises en desarrollo (Cosivi et al., 1998; Grange, 2001).

En el Reino Unido, el centro de vigilancia de enfermedades transmisibles
registr6, de enero de 1986 a octubre de 1991, 9,687 aislamientos de
micobacterias, de los cuales 117 (1.2 %) identificaron a M. bovis como agente
causal (Hardie y Watson, 1992). Entre los aflos 1990 a 2003, se registrO una
incidencia de 15 a 50 nuevos casos de TB anuales, detectados por aislamiento
bacteriologico, de los cuales 0.5-1.5 % fueron provocados por M. bovis (De La
Rua-Domenech, 2006). En Francia, encuestas realizadas en laboratorios de
microbiologia reportaron que de 7,075 aislamientos, 38 (0.5 %) correspondian a
M. bovis (Robert et al., 1999). En Nueva Zelanda con informacién de 3 laboratorios
de referencia, se encontraron 54/1,997 casos, que representa un 2.7 % de
prevalencia de TB zoonoética en humanos durante el periodo de 1995 a 2002
(Baker et al., 2006). Mientras que en Australia, entre los afios 1970 a 1994, se
reportaron 0.43-3.1 % de casos de TB zoonotica, un estudio realizado con datos
del departamento de salud y servicios familiares, determiné un promedio de 9.4
casos, con un rango 3 a 22 casos de tuberculosis zoonoética por afio de 1970 a

1994 (Cousins y Dawson, 1999). En cuanto a los EE.UU. se han encontrado



diferentes porcentajes de casos de TB ocasionada por M. bovis. Por ejemplo,
estudios realizados en el condado de San Diego California, a partir de datos de
vigilancia epidemiologica provistos por el centro de prevencion y control de
enfermedades, que mostraron 129/1,931 (6.7 %) de casos de TB ocasionada por
M. bovis. El andlisis de estos casos reveld que los individuos eran principalmente
de grupos étnicos hispanos, con edades de 0-14 afios, individuos nacidos en otro
pais, pacientes seropositivos al virus de inmunodeficiencia humana (VIH), asi
como lesiones extrapulmonares. En el ultimo caso, las lesiones extrapulmonares
sugieren la ingestion de productos lacteos no pasteurizados (LoBue et al., 2003;
Harris et al., 2007). Otras investigaciones realizadas a partir de registros del
servicio nacional de genotipos de TB de los EE. UU., identificaron 165/11,860 (1.4
%) casos de M. bovis en humanos de 1995 a 2004, empleando la técnica de
“spoligotyping”, mediante el seguimiento de casos encontrados a través de
muestras positivas al cultivo bacteriologico (Hlavsa et al., 2008).

En los paises en vias de desarrollo, la TB causada por M. bovis representa
un alto riesgo, para los seres humanos. Por ejemplo en el continente Africano, la
TBb representa un peligro potencial, ya que un 85 % de la poblacién ganadera y
un 82 % de la poblacion humana vive en areas donde la enfermedad es prevalente
y se encuentra parcialmente en fase de control (Ayele et al., 2004). Paises como
Egipto, Zaire y Nigeria, reportaron prevalencias de TB pulmonar de 2.1 %,
mientras que se registrd una prevalencia de 9.4 % de TB extrapulmonar causada
por M. bovis en seres humanos (Rasolofo-Razanamparany et al.,, 1999). En
Uganda, se han reportado que 7 % de linfadenitis cervical encontrada en
hospitales del area de Moroto y Matany fueron causado por M. bovis (Oloya et al.,
2008). Estudios realizados en Madagascar en los afios 1994-1995, en pacientes
con sintomatologia de TB, registraron una prevalecia de 1.3 % de casos de TB
pulmonar y 1.25 % de TB extrapulmonar causadas por M. bovis (Rasolofo-
Razanamparany et al, 1999). Mientras que en Etiopia encontraron una
prevalencia de 16.3 % durante el afio 2005 (Shitaye et al., 2007). En Tanzania, un

estudio identificd 7/65 (10.8 %) casos provocados por M. bovis (Cleveland et al.,



2007). En China, se han reportado prevalencias variables de TB causada por M.
bovis. En el afio 1997, se registraron cifras de 4.2 % a 10.6 % dependiendo de las
regiones, mientras que un estudio retrospectivo establecié que de 5,011 casos de
pacientes con TB, 17 (0.34 %) fueron originados por M. bovis (Chen et al., 2009).
En Argentina, estudios realizados en la provincia de la Plata, entre los afios 1992 a
2007, indicaron que de 4,360 casos de TB, 49 (1.12 %) fueron causados por M.
bovis (Aguirre et al., 2007). En la provincia de Cérdoba, en el periodo de 1991 a
2000, estudios de la frecuencia de casos de TB realizados en un hospital de
referencia mostraron que 7/646 casos de TB fueron causados por M. bovis
(Barnes et al., 2004). Mientras tanto, en Brasil se reportan prevalencias bajas
(0.05 %) en el afio 2000, ya que de 2,000 muestras obtenidas de pacientes con
TB, se logré el aislamiento de M. bovis solo en 1 caso (Kantor et al., 2008). En
México, durante los afios 1991 y 1992, se reportaron 15,210 casos de TB y se
estimo que 5-8 % de ellos fueron provocados por M. bovis (WHO, 1994.137).
Estudios realizados en pacientes con sintomatologia respiratoria cronica,
reportaron el aislamiento de M. bovis en 3/50 muestras (Toledo et al., 1999).
Mientras que un estudio retrospectivo llevado a cabo en Querétaro, México, con
expedientes clinicos de los afios 1992-1996 mostro que 265/799 (33.16 %) de
casos, debidos a M. bovis, fueron asociados a factores como hacinamiento en
viviendas, pobreza, malnutricion y diabetes, de estos casos, el 80 % se presento
como tuberculosis pulmonar (Milian et al., 2000). La importancia de M. bovis como
agente causal de la TB extrapulmonar en humanos, principalmente en personas
infectadas con el VIH, se ha demostrado en un estudio prospectivo de la
frecuencia de casos de TB en muestras de pacientes positivos y negativos al VIH.
El estudio, realizado por el servicio de neumologia del Hospital General de México,
mediante pruebas clinicas, inmunoldgicas, bacterioldégicas, moleculares e
histopatoldgicas revelo que M. bovis era la causa de la TB extrapulmonar en 13.75
% y 7.2 % de los pacientes positivos y negativos al VIH respectivamente (Cicero,
et al., 2009).



Importancia de la TBb en la sanidad animal

La TBb es una enfermedad de gran importancia para la produccion ganadera, por
las pérdidas econdmicas que causa y el riesgo que representa para la salud
publica. Durante 1994 en México se contaba con 26.3 millones de cabezas de
ganado bovino productor de carne, 2.2 millones de ganado bovino de doble
propésito y casi un millbn de cabezas de ganado bovino especializado en la
produccion de leche. En el afio 1993 se establece la Comision Mexicana para el
Control y Erradicacion de la Tuberculosis Bovina y se llevé a cabo un programa
para la aplicacion de la prueba de tuberculina en los hatos nacionales, gracias a
esto se calculé una prevalencia del 0.5 % en el ganado de carne, 12 % en el
ganado de doble propésito y 16 % en ganado lechero. Los resultados obtenidos en
los afios 1992-1993 por el programa de erradicacion fueron alentadores
econdémicamente, aunque tuvo un costo de 15 millones de dolares; sin embargo,
por concepto de exportacion, hubo un ingreso de 578 millones de délares (WHO,
1994.137).

Cifras actuales dadas a conocer por la Secretaria de Agricultura,
Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), muestran que
una superficie equivalente al 83.11 % del pais se encuentra en fase de
erradicacion, con una prevalencia menor a 0.05 % y el resto esta en fase de
control con una prevalencia del 2.05 %; excepto en las cuencas lecheras donde
las prevalencias alcanzan un valor promedio del 16.5 % (SAGARPA, 2011).

En cuanto a la produccion lactea en México, de un total de 7 millones de
litros de leche producidos, el 40 % fue vendido a través de canales informales,
otro 40 % se vendi6 para la elaboracién de productos lacteos y el restante 20 % se
envio para pasteurizar (WHO, 1994.137), esto representa un alto riesgo debido a
la gran cantidad de leche que es consumida sin haber sido pasteurizada.

Cabe aclarar que esta enfermedad ha sido desde hace mucho tiempo un
problema econdmico y de salud para nuestro pais, debido a que las exportaciones

de ganado en pie para engorda a los EE.UU., se ve disminuida puesto que no se



puede enviar ganado para exportacién de regiones con TBb. Se estiman pérdidas
de divisas por 450 millones de dolares al afio (NOM, 1995).

En los paises industrializados la TBb ha sido erradicada o drasticamente
reducida mediante programas de control y erradicacion junto con higiene
adecuada y pasteurizacion de la leche, asi como por la divulgacion y
concientizacion de la importancia econémica y zoonética de esta enfermedad
(Amanfu, 2006). Algunos paises han logrado el control mediante la prueba de
tuberculina-segregacion, con monitoreo y cuarentena de hatos infectados en las
etapas tempranas y posteriormente con el protocolo de la prueba de tuberculina-
sacrificio en etapas avanzadas de erradicacion (CFSPH, 2007).

Agente etiologico

La familia Mycobacteriaceae se caracteriza por agrupar a bacilos rectos o
ligeramente curvados de 0.1-0.7 X 1-10 um, aerobios, no forman esporas, no
moviles, de metabolismo oxidativo. Las patdégenas son de crecimiento lento, pues
tardan hasta 60 dias, son acido-alcohol resistentes debido a una elevada cantidad
de lipidos en su envoltura, éstos representan 30-40 % de su peso, estos lipidos las
hacen hidrofobas, impermeables a los colorantes acuosos y resistentes a los
desinfectantes (Niederweis et al., 2010).

Existen métodos convencionales para identificar a las micobacterias como
la observacion de la tasa de crecimiento, morfologia de las colonias, pigmentacion
y perfiles bioquimicos. Cabe mencionar que requieren entre 6-8 semanas para su
identificacion. La clasificacion de Runyon las divide en 4 grupos: fotocromégenas,
escotocromoégenas, no cromégenas y de rapido crecimiento (Biet et al., 2005).

Algunas micobacterias son saprofitas de vida libre, otras, oportunistas y
otras mas, se caracterizan por ser patdgenos. Dentro de éstas encontramos a las
gue pertenecen al complejo M. tuberculosis, que engloba a Ilas micobacterias
causantes de la tuberculosis en diferentes especies de mamiferos. Estas
micobacterias del complejo M. tuberculosis, tiene un 99.5% de homologia

nucleotidica entre ellas (Abalos y Retamal, 2004; Gutiérrez et al., 2005), son de



lento crecimiento, para duplicarse tardan entre 18-20 horas in vitro, requieren de
medios enriquecidos para su crecimiento como Middlebrook (7H9, 7H10, 7H11 y
7H12), Lowenstein-Jensen, Stonebrink y Petragnani (OIE, 2004).

Investigadores del laboratorio regional de tuberculosis de Dulwich
Inglaterra, disefiaron un sistema para diferenciar a las especies del complejo M.
tuberculosis mediante 4 pruebas: reduccidon de nitratos, sensibilidad a la hidracida
tiofeno-2-carboxilico, requerimiento de oxigeno y sensibilidad a la pirazinamida
(Collins et al., 1982).

Envoltura de las micobacterias

Los acidos micolicos son acidos grasos de cadena larga entre C70-C80, éstos son
parte importante de la envoltura protectora caracteristica de las micobacterias.
Forman un complejo: por un lado unidos al arabinogalactano (polisacarido) que
esta ligado covalentemente al peptidoglicano de la pared bacteriana (Niederweis
et al., 2010); en su otro extremo se une a glucolipidos como la trehalosa dimicolato
(TDM), a este complejo se le conoce como factor de acordonamiento y esta
presente en las micobacterias patdégenas (Gorocica et al., 2005; Tamaya et al.,
2005).

Otros glucolipidos son los sulfolipidos de trehalosa o también llamados
sulfatidos, glucolipidos con trehalosas acetiladas como los fenoglicolipidos,
glicopeptidolipidos y lipooligosacaridos. Mientras que otros componentes como el
fosfatidilinositolmandsido y el lipoarabinomanano (LAM) estan unidos a la
membrana plasmatica directamente, los tioceroles son ceras compuestas unidas a
los acidos micolicos (Gorocica et al., 2005).

Esta compleja estructura formada por la pared celular y los acidos micdlicos
se encarga de conferir resistencia a la micobacteria hacia sustancias quimicas
como desinfectantes (Best et al., 1990), y a las células del sistema inmunitario del
hospedador, a la vez que dicha estructura desempefia otras funciones,

especificamente los anillos ciclopropano de los acidos micélicos los cuales

10



proporcionan proteccion contra el estrés oxidativo causado por el peroxido de
hidrogeno (Tamaya et al., 2005).

Esta envoltura hace a la micobacteria resistente al medio ambiente, incluso
se menciona que puede permanecer viable por meses en las instalaciones
pecuarias o en el suelo. Ciertas condiciones como: frio, humedad y oscuridad
favorecen la permanencia de M. bovis; experimentalmente se ha observado que
puede ser viable entre 18-320 dias, mientras que en cadaveres puede permanecer
2-4 semanas, posteriormente la descomposicion destruye al bacilo, el cual es muy
sensible a la luz solar (CFSPH, 2007).

Factores de virulencia

Dentro de los factores de virulencia se considera a las estructuras que forman la
envoltura de las micobacterias (adcidos micdlicos, glicolipidos, TDM y LAM) ya
descritas. Especificamente dentro del complejo M. tuberculosis y tomando el caso
particular de M. tuberculosis, se han identificado diversos factores de
patogenicidad, tanto en su superficie celular, asi como en sus productos de
secrecion.

Se han identificado diversas proteinas, que son tanto factores de virulencia
y antigenos inmunodominantes, algunas de estas proteinas han sido encontradas
en los extractos proteicos de filtrados de cultivo (CFPE) de M. tuberculosis, entre
ellas se menciona a las enzimas catalasa-peroxidasa (KatG), la cual degrada al
peréxido de hidrogeno y es también de gran importancia en la resistencia al
farmaco isoniacida; la superoxido dismutasa (SodA), que degrada los superéxidos,
los cuales son resultado del metabolismo aerobio o del estallido respiratorio
realizado por células fagociticas, que es de gran importancia para la supervivencia
intracelular; la glutamina sintetasa (GnlA) sintetiza al poli-L glutamato-glutamina,
es un componente de las micobacterias patdogenas; estas enzimas se encuentren
presentes en los CFPE debido a la lisis de micobacterias, las cuales al romperse
liberan sus enzimas (Collins, 2001; Smith, 2003).
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Otras proteinas encontradas en los filtrados de cultivo son: la HspX o
también conocida como la proteina de 16 kilodaltones (kDa), la cual se sintetiza
bajo condiciones de anoxia y tiene que ver con la latencia o persistencia de la
infeccion micobacteriana en el hospedero; mientras que por otro lado ESAT-6 y
CFP-10 son pequefias proteinas de secrecién; la proteina de 19 kDa,
aparentemente inhibe la produccion de Interferon gamma (IFN-y) y regula
negativamente la presentacion de antigenos por parte del complejo principal de
histocompatibilidad tipo Il (MHC 1) (Rezwan et al., 2007); el antigeno de 38 kDa el
cual es un receptor y transportador de fésforo que se expresa cuando este
elemento esta presente en bajas cantidades (Rezwan et al., 2007) y es de gran
importancia para el diagndstico; por otro lado, el complejo FbpA de la enzima
micotil-transferasa formado por FbpA, FbpB y FbpC, también conocidas como los
antigenos 85a, 85b y 85c o proteinas de 30-32 kDa, son utlizados por la
micobacteria para unirse a la fibronectina de la célula del hospedero (Wiker y
Harboe, 1992; Smith, 2003; Tamaya et al., 2005).

También se han encontrado componentes unidos a la superficie celular de
M. tuberculosis como: el complejo FbpA o antigeno 85 ya antes mencionado
(Wiker y Harboe, 1992), la proteina Erp similar al antigeno 28 kDa de M. leprae, de
la cual se desconoce la funcidn especifica pero solo esta presente en la cepas
patogenas, las enzimas Mas y FadD28 que son de gran importancia en la sintesis
de acidos micoceroicos, la enzima FadD26 cuya funcion es degradar acidos
grasos, el antigeno MmpL7 que se encarga del transporte y sintesis del tiocerol-
dimicocerato, mientras que MmaA4 y PcaA son enzimas metiltransferasas que
forman los residuos ciclopropano de los acidos micolicos (Smith, 2003), la proteina
OmpA, es una porina que perfora a los lisosomas (Niederweis et al., 2010) y HbhA
proteina tipo hemaglutinina de union a la heparina que aparentemente
interacciona con los neumocitos y es importante en la diseminacion extrapulmonar
(Smith, 2003). Otros factores de virulencia presentes son la proteincinasa G
(PknG) la cual se encarga de bloquear la fusion del fagosoma con los lisososmas

promoviendo la sobrevivencia de la micobacteria dentro de esta estructura
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(Walburger et al., 2004); asi como el nucledsido-difosfato-quinasa (Ndk) el cual se
ha observado que en estudios con macréfagos de raton inhibe la maduracion de
los fagosomas, por medio de la inactivacion de las GTPasas Rab5 y Rab7 (Sun et
al., 2010).

Factores de riesgo

Se consideran como factores de riesgo, a las condiciones que aumentan la
probabilidad de infeccibn o de enfermedad, para los seres humanos
primordialmente a la cercania y convivencia con animales infectados o enfermos
con M. bovis, las costumbres alimenticias, como es el consumo de leche o
productos lacteos sin pasteurizar, la edad, el estatus de infeccién con el VIH,
ausencia de medidas de vigilancia y control, estatus vacunal y otros factores
socio-economicos, es mas comun la infeccidn en la gente con escasos recursos
econdémicos (Rasolofo-Razanamparany et al., 1999; Biet et al., 2005; Cleveland et
al., 2007).

Por otra parte, en cuanto al ganado bovino, el riesgo de infeccion es mayor
en las unidades de produccion ganaderas donde las medidas para controlar la
enfermedad son inadecuadas, minimas, o inexistentes (Shitaye et al., 2007). Se
deben considerar las explotaciones donde se tienen animales sanos alojados con
animales adultos enfermos o reactores a la prueba de tuberculina, sobre todo
aguellos modelos intensivos de produccion de leche en los cuales, los bovinos
tienen una vida productiva larga, por lo tanto hay mas exposicién a M. bovis y
estan sujetos a mayor estrés debido a las exigencias de la produccion; ademas en
muchas de estas explotaciones la prevalencia llegan hasta un 50 % (O'Reilly y
Daborn, 1995).

La densidad es de gran importancia, ya que se ha encontrado que favorece
la transmision de la TBb el alto nimero de animales por m?. Asi mismo, el que los
animales estén en contacto con individuos infectados o enfermos introducidos al
hato, favorece la diseminacion de M. bovis; debido a esto, las prevalencias mas

altas de TBb se encuentran en los grandes rebafos lecheros. Un estudio sobre
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andlisis de la prevalencia a TBb en lecherias realizado en Ecuador (Proafio-Perez
et al., 2009), demostro que hatos grandes con mas de 70 animales, con la mayoria
de las vacas en fase de lactacion, mostraron aumento en los animales positivos a
la prueba de tuberculina.

En cuanto a factores individuales, las razas de bovinos europeas son mas
susceptibles que las cebuinas (O'Reilly y Daborn, 1995; Ameni et al., 2003; Ameni
et al., 2007; Humblet et al., 2009). Asi pues, el mas alto riesgo de infeccion para
un bovino es cuando los animales comienzan su etapa de produccion a partir de
los 2.5 afios de edad (Milian et al., 2003).

Respecto al niumero de partos, las vacas multiparas han mostrado una
actividad linfoproliferativa mas débil, en comparacién con las vacas primiparas,
con una mayor cantidad de linfocitos T CD4" y una relacién substancialmente
mayor de linfocitos T CD4"/CD8" en la sangre. Este cambio en la relacion de
linfocitos T CD4*/CD8" en la sangre de las multiparas, se debi6 al incremento en
la proporcién de linfocitos T CD4" y la disminucion de linfocitos T CD8". Esta
alteracion coincide con la reduccion en la capacidad proliferativa de los linfocitos T
inducida por mitégenos (Mehrzad y Zhao, 2008). Estos estudios muestran por
primera vez que al aumentar la edad de la vaca, se reduce su capacidad
linfoproliferativa y su capacidad para producir proporciones adecuadas de
linfocitos T CD4" y CD8". Estas alteraciones pueden llevar a la vaca multipara a
tener una mayor susceptibilidad a enfermedades infecciosas, pues indican una
débil capacidad inmunoldégica mediada por células T citotdxicas (Mehrzad y Zhao,
2008).

Otros factores involucrados son las relacionadas al manejo y movimiento de
ganado como en el caso del ingreso de animales infectados o enfermos,
portadores de M. bovis (Costello et al., 1998), el contacto directo entre bovinos en
lugares tales como bebederos y comederos compartidos entre corrales, la carga
animal por corral (Cleveland et al., 2007; Humblet et al., 2009), el niUmero total de
animales infectados, la cantidad de animales susceptibles (Tadayon et al., 2008),

las deficiencias nutricionales, la ausencia de medidas tendientes a prevenir o
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controlar la diseminacion de esta enfermedad (Ameni et al., 2003), la alimentacion
de los becerros con calostro y/o leche de animales enfermos o reactores a la
prueba de tuberculina (Serrano-Moreno et al., 2008) y la presencia de reservorios
dentro de la explotacion como mascotas u otros animales (Abalos y Retamal,
2004; Humblet et al., 2009).

Patogenia de la TBb

La via aerdgena es la principal ruta de transmision de esta enfermedad (Neill et
al., 2001; Biet et al., 2005; Rodgers et al., 2007; Liebana et al., 2008), mediante
gotas de aerosoles, con un tamafo de 1-10 um, que transportan a los bacilos a
través de las vias pulmonares hasta alcanzar los alveolos. En el caso de que estos
aerosoles lleguen a la boca, la micobacteria puede llegar a los linfonodos
retrofaringeos y cervicales (O"Reilly y Daborn, 1995; Liébana et al., 2008). La ruta
oral es de gran importancia en becerros, por la ingestion de leche contaminada
con M. bovis.

Una dosis baja es suficiente para infectar a un bovino por via pulmonar, se
han utilizado nebulizaciones a dosis 1 X 10° unidades formadoras de colonias
(UFC) y se observaron lesiones similares a las presentes en la infeccion natural, a
diferencia de la via oral donde es necesario inocular dosis muy altas (Neill et al.,
2001) de hasta 2 X 10’ UFC de bacilos (Palmer y Waters, 2006).

Los hallazgos post mortem de estudios llevados a cabo en rastros muestran
una mayor tendencia a encontrar lesiones en uno o ambos pulmones, que se
localizan en areas dorso-caudales, asi como en los linfonodos mediastinicos y
tragueobronquiales (Costello et al., 1998; Rodgers et al., 2007). Aunque en otros
estudios también se han encontrado lesiones en otros linfonodos como son:
retrofaringeos, cervicales superficiales, mesentéricos y popliteos, incluso algunos
reportes mencionan a las tonsilas, mostrando que la via oral es una ruta de
infeccion importante (Liébana et al., 2008), y en menor proporcion en 6rganos y
tejidos linfaticos abdominales, asi como en otros 6érganos como la glandula

mamaria (Ameni et al., 2003; Serrano-Moreno et al., 2008). La localizacion de
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lesiones en las meninges es mas frecuente en animales jovenes que en adultos y
muy probablemente es debido a una infeccién congénita (O'Reilly y Daborn.,
1995). La lesion tipica de la tuberculosis en bovinos, es el granuloma y se forma
de la siguiente manera: como inicio, se desarrolla una inflamacién exudativa focal
gue caseifica rapidamente, experimentalmente se ha visto que lleva entre 7-8 dias,
y su calcificacion ocurre hasta las 3 semanas, asimismo puede existir uno 0 mas
focos en pulmon, los linfonodos presentan aumento de tamafo y caseificacion
radiada difusa (Rodgers et al., 2007).

Los granulomas presentan un diametro de 0.1-2 mm y pueden ser mayores
debido a la confluencia de lesiones. En el centro de la lesion se observa una zona
de necrosis con cariolisis y puede presentarse calcificacion distrofica.
Adicionalmente en la zona intermedia hay macrofagos activados, dispuestos en
forma contigua, conocidos como células epitelioides. La fusion de éstas da origen
a las células gigantes de Langhans con nucleos periféricos en forma de herradura.
La porcion mas externa del granuloma esta formada por linfocitos, células
plasmaticas y monocitos. Por ultimo, hay una capsula periférica de tejido conectivo
(Aranaz et al., 1996; Neill et al., 2001).

En los bovinos se han descrito 3 formas de tuberculosis:

[) Infeccion primaria: las micobacterias son fagocitadas por los macréfagos
alveolares (VAN Crevel et al., 2002; Caminero, 2003). Al sitio por donde entré la
micobacteria se le conoce como infecto primario y a partir de él se diseminan las
micobacterias a los linfonodos regionales, produciendo una adenopatia satélite. A
esta adenopatia junto con el infecto primario, se les conoce como foco o complejo
primario (VAN Crevel et al., 2002; Caminero, 2003).

Este complejo primario puede evolucionar de varias formas: 1) Curacion de
la masa necrética y cicatrizacion. 2) Pasar a una fase de latencia, donde el foco
primario permanece en reposo inactivo, que puede mantenerse asi por afos,
conteniendo bacilos vivos capaces de infectar y dar origen a tuberculosis

postprimaria 0 una generalizacion tardia (VAN Crevel et al., 2002; Caminero,
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2003). 3) Puede ocurrir una generalizacion precoz, en la cual se produce una
diseminacion, originando nuevos focos en diversos 6rganos. Esta puede
presentarse de 2 maneras diferentes: tuberculosis miliar aguda y generalizacion
precoz lenta, en esta ultima hay la liberacion intermitente de bacilos que se van

diseminando poco a poco (Aranaz et al., 1996).

II) Tuberculosis postprimaria: en la cual puede haber una diseminacion a través de
los bronquios y expandirse hacia la pleura, originando una pleuritis caseosa difusa
(Neill et al.,, 2001). En las lesiones hay una tendencia al reblandecimiento por
licuefaccion de lesiones caseosas, dando origen a una tuberculosis pulmonar
cronica. En este caso, las vias aéreas son erosionadas formando cavitaciones por
el reblandecimiento del parénquima (O Reilly y Daborn, 1995) y cuando afecta a
las paredes de los bronquios las secreciones ascienden hacia las vias

respiratorias altas (Aranaz et al., 1996).

[Il) Generalizacidn tardia: se presenta debido a una disminucién de la inmunidad
en el hospedero, hay una diseminacion via linfohematdgena, son animales que
estan en fase anérgica a la prueba de tuberculina y se caracteriza por la tendencia
de las lesiones a la caseificacion sin delimitacion de éstas, por lo tanto se
extienden con rapidez en los pulmones mediante focos diseminados por todo el
parénquima, ocurre lo mismo en los linfonodos, con la posibilidad de tuberculosis
miliar en drganos como rifién, vejiga, Gtero, higado y bazo (Aranaz et al., 1996;
Neill et al., 2001).

Respuesta inmune del hospedero

La respuesta del hospedero contra la tuberculosis esta cimentada en la inmunidad

inespecifica (innata) y en la inmunidad especifica (adquirida).
Inmunidad inespecifica
La defensa por parte del sistema inmune del hospedero inicia en el momento en

gue las micobacterias infectan a los macréfagos alveolares al ser fagocitadas y
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también pueden infectar a otras células como son las del epitelio alveolar
(Bermudez et al., 2002), mediante la union de las proteinas de 30-31 kDa
localizadas en la superficie de la micobacteria, estas proteinas tienen la capacidad
de unirse a la fibronectina, al igual que la proteina de 28 kDa que se une a los
glicoconjugados sulfatados (VAN Crevel et al., 2002). Otra manera por la cual las
micobacterias son captadas, es cuando estan recubiertas con opsoninas como
C3b, la cual se une a su receptor en la células fagociticas, ademas de otros
receptores como: los de manosa, los SR-A y los FcR en el caso de que la
micobacteria esté cubierta por anticuerpos (VAN Crevel et al., 2002).

Por parte del hospedero el reconocimiento del bacilo tuberculoso o sus
productos de excrecion, es dado por las células presentadoras de antigenos, lo
cual es de suma importancia para el inicio de la respuesta inmune. EI LAM es
reconocido por receptores CD14 y por los receptores tipo toll (TLR) que reconocen
patrones asociados a patdgenos, especificamente por el TLR4. Los TLR2 se
encargan de reconocer lipoproteinas micobacterianas (Raja, 2004) y los TLR9 el
acido desoxirribonucleico (ADN) micobacteriano (VAN Crevel et al., 2002). Todos
estos receptores son esenciales para dar pie a los eventos de activacion celular y
produccion de citocinas.

Para poder eliminar o por lo menos limitar la infeccién tuberculosa es
necesario el reclutamiento de macréfagos mediante citocinas proinflamatorias,
éstas son producidas por los monocitos, macréfagos y las células dendriticas que
han reconocido los antigenos micobacterianos, comienzan a producir el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL) como son la IL-1, IL-6 y
quimiocinas (citocinas gquimiotactica) que a su vez favorecen la expresion de
moléculas de adhesidon como CD106 y CD62-E en las células endoteliales y
leucocitos para que estos ultimos alcancen el sitio de lesién.

Las quimiocinas son producidas por leucocitos, células epiteliales
(Bermudez et al., 2002) y macréfagos durante la fase temprana de infeccién, la IL-
8 es una citocina quimiotactica que atrae a los neutréfilos para fagocitar a las

micobacterias, y aunque éstos no tiene la capacidad para eliminarlas, si limitan la
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diseminacién de los bacilos mientras son sustituidos por macréfagos activados
(Raja, 2004).

Las quimiocinas que juegan un papel importante son: la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), RANTES vy la proteina inflamatoria de
macréfagos (MIP-1a), que dirigen la migracion de monocitos y linfocitos para
formacién del granuloma. El factor beta de crecimiento transformante (TGF-B)
producido por macréfagos activados promueve el depdsito de colageno y favorece
la quimiotaxis de otros macréfagos.

Estos sucesos se llevan a cabo con el fin de evitar la diseminacion del
bacilo tuberculoso y favorecer la migracion y activacion de células fagociticas
circulantes, asi como la migracion de linfocitos T cooperadores tipo 1 (Thl),
proceso al cual se le conoce como fendmeno de hipersensibilidad tardia o
hipersensibilidad tipo IV (Jiménez et al., 2001; Welsh et al., 2005).

Las citocinas producidas por los macrofagos activados como IL-12, IL-15 e
IL-18, favorecen la respuesta de linfocitos T CD4" subpoblacion Thl (Raja, 2004)
e inducen la produccién de IFN-y en células asesinas naturales (NK) (Olsen et al.,
2005), que favorece la eliminacion de patdégenos intracelulares (Jiménez et al.,
2001).

Por su parte las células NK no necesitan presentacion de antigenos a
través del complejo principal de histocompatibilidad tipo I (MHC 1), y en su
citoplasma contienen granulos con enzimas como: granulisinas, granzimas y
perforinas que inducen la lisis de las células infectadas y de las micobacterias en
el caso de las perforinas. Asimismo, estas células producen grandes cantidades
de IFN-y aumentando la activacion de macréfagos, que junto con la produccion de
IL-12 e IL-18 promueven una subpoblacion de linfocitos Thl (Olsen et al., 2005).

A pesar de considerar que la inmunidad contra la tuberculosis mediada por
células comprende 2 mecanismos, por un lado la proteccién que conlleva a la
eliminacién de la micobacteria y por otro la hipersensibilidad tardia que implica la
migracion de células al sitio de infeccidn, lo cual implica el confinamiento de las

micobacterias, son 2 respuestas hasta cierto punto independientes (Orme vy
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Cooper, 1999), una dirigida por las citocinas y la otra por las quimiocinas, ya que
en algunos estudios se han observado animales negativos a la prueba de
tuberculina y positivos en la prueba de IFN-y (Diaz et al., 2003).

Inmunidad especifica

Para que ocurra la activacion de los linfocitos, dependera del reconocimiento de
antigenos a través de su receptor de células T (TCR) y de la activacion posterior
mediante la produccion de citocinas (IL-2, TNF-a e IFN-y principalmente) (Olsen et
al., 2005) generando de esta manera la inmunidad celular necesaria para la
eliminacion del bacilo (VAN Crevel et al., 2002).

Los linfocitos T CD4" reconocen en un principio a los antigenos
micobacterianos a través de su TCR y mediante el complejo principal de
histocompatibilidad tipo 1l (MHC 1IlI) y presentan una segunda sefal de
coestimulacion necesaria para amplificar esta respuesta, para ello las células
presentadoras de antigenos expresan moléculas como: CD40, CD80 y CD86, con
la finalidad de iniciar la activacion celular, por lo que los linfocitos expresan
marcadores como CD25 en su membrana al estar activados (VAN Crevel et al.,
2002).

Es en la fase efectora donde se secreta un patron especifico de citocinas
por parte de la subpoblacién de linfocitos Thl como son IL-2, TNF-a e IFN-y,
citocinas que promueven la activacion de macrofagos. Estas citocinas también
inducen la activacion y proliferacion de linfocitos §0, que se han asociado al
reconocimiento de antigenos micobacterianos no peptidicos presentados por
moléculas CD1 (Rhind, 2001; Price y Hope, 2008). Esta cooperacion resulta
fundamental para la actividad microbicida de los macréfagos aumentando la
produccion de peroxido de hidrogeno y oxido nitrico. El IFN-y puede ejercer su
accion estimulando a los genes de las proteinas de macrofagos asociadas a
resistencia natural (Nramp) (Pereira et al., 2006), que transportan nitritos del

citosol a los compartimentos celulares acidos (fagolisosomas), donde son
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convertidos a oOxido nitrico, principal radical oxidante contra las micobacterias
(Jiménez et al., 2001).

Diversos estudios han mostrado que en fases avanzadas o crénicas de la
tuberculosis, la respuesta inmune se desvia hacia una subpoblaciéon Th2 por parte
de los linfocitos T CD4", en contraste con una subpoblacién Thil, la subpoblacion
Th2 producira grandes cantidades de IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13, las cuales favorecen
la respuesta contra patdgenos extracelulares o respuesta inmune humoral pues IL-
4, IL-10 e IL-13, modulan negativamente la respuesta Thl, mediante una
subpoblacién Th2, la cual es poco eficiente en contra de los patégenos
intracelulares (Raja, 2004).

Los linfocitos que se encargan de destruir células infectadas con
micobacterias son los linfocitos T CD8" que reconocen especificamente antigenos
presentados por el MHC | y una vez activados producen IFN-y (Smith et al., 1999;
Villareal-Ramos et al.,, 2003; Liébana et al., 2007), estos linfocitos realizan
acciones en 2 sentidos, primero por exocitosis de sus granulos enzimaticos ricos
en granulisina que actian degradando lipidos de la membrana, mediante su
accibn sobre otras enzimas membranales como glucoceramidasas y
esfingomielinasa, que de igual manera conducen al incremento de ceramida, la
cual esta involucrada en la induccion de apoptosis o través de la interaccion FasL
(CD95L en el linfocito T CD8") con Fas (CD95 de la célula blanco) (Smith et al.,
1999; Raja, 2004) e inicia la cascada de las caspasas, lo cual so6lo implica la lisis
de la célula y no de las micobacterias dentro de ella. Otras enzimas presentes en
los linfocitos T CD8" son las granzimas y perforinas de las cuales estas Ultimas
inducen la lisis de las células infectadas y de la micobacteria.

Los linfocitos Ty® constituyen un 1-5 % en humanos (Jiménez et al., 2001),
mientras que en bovinos constituyen de un 10-50 % (Liébana et al., 2007). Estos
linfocitos estan asociados a las mucosas, por lo cual en la infeccidén tuberculosa
aumentan hasta un 30 %. Una de sus caracteristicas especiales es que pueden
reconocer antigenos lipidicos unidos a CD1 (Rhind, 2001; Price y Hope, 2008),
glicolipidos como el fosfatidilinositoldimandsido, glucosamonomicolato y LAM.
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La subpoblacion y® es de gran importancia en bovinos, pues a ella
corresponde la mayor poblaciéon de linfocitos circulantes, que constituyen entre un
50-60 % en becerros (Rhind, 2001; Liébana et al., 2007), como respuesta a la
infeccién con M. bovis, ademas de que responden a antigenos micobacterianos in
vitro (Liébana et al., 2007), de ahi que al estimular con PPD bovino se observa
proliferacion de estos linfocitos en sangre y la produccién de IFN-y en respuesta a
la IL-12 e IL-18 (Waters et al., 2000; Price y Hope, 2008).

Pruebas utilizadas para el diagnostico de TBb
Prueba de tuberculina

Esta es una prueba inmunodiagnostica recomendada por la Organizacion Mundial
de Sanidad Animal (OIE), para el comercio internacional y de rutina en los paises
con programas de erradicacion de la TBb. Para su realizacion se utiliza el derivado
proteico puro (PPD) (OIE, 2004), que es una preparacion obtenida a partir de
productos solubles sometidos a tratamiento térmico del cultivo y lisis de la cepa
AN5 de M. bovis (OIE, 2004; De La Rua-Domenech et al., 2006; Bernardelli,
2007).

El PPD contiene proteinas, polipéptidos, polisacaridos (25% de ellos al
utilizar acido tricloroacético para precipitar las proteinas y 3-6% al usar sulfato de
amonio) y ADN (26% al utilizar acido tricloroacético y 1% al utilizar sulfato de
amonio). Los PPDs ha sido filtrados, concentrados por precipitacién, y estan libres
de micobacterias (De La Rua-Domenech et al., 2006; Bernardelli, 2007), este
producto es especifico para el diagnostico de la TBb, su aplicacion se realiza via
intradérmica y es capaz de poner en manifiesto la hipersensibilidad tardia en
animales sensibilizados por M. bovis.

En nuestro pais existen 3 modalidades de la prueba: caudal, cervical simple
y cervical comparativa (NOM, 1995). Diferentes estudios, realizados a nivel
mundial, han mostrado los siguiente valores de sensibilidad y especificidad
respectivamente: caudal 75-82 % y 96-99 %, cervical simple 86-96 % y 70-85 %
cervical comparativa 72-78 % y 92-99 % (Ameni et al., 2008; WHO, 1994.137). Se
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debe sefialar que la prueba cervical comparativa se realiza en lugares donde
estan presentes micobacterias ambientales y del complejo M. avium (NOM, 1995;
De La Rua-Domenech et al., 2006).

Es importante mencionar que pueden presentarse diversas causas que
pueden influir en los resultados de esta prueba y originar falsos negativos, tal es el
caso de un joven en Dinamarca que presento signologia clinica, ademas de
baciloscopia y cultivo bacteriolégico positivo con resultados de la prueba de
tuberculina negativos (Brock et al., 2004). Puede ocurrir desensibilizacion, debida
a que la prueba se administr6 muy pronto, no se dejo pasar un periodo de 2
meses entre una prueba y otra. La ausencia de reactividad a la prueba, dada por
un periodo prealérgico, donde aun no se ha desarrollado las hipersensibilidad
tardia (Palmer y Waters, 2006). La anergia, debida a una infeccién generalizada o
por una etapa muy avanzada de la enfermedad. La inmunosupresion, que puede
ser causada por diversos factores como son: la gestacion, el puerperio, virus que
deprimen el sistema inmunitario, en bovinos por ejemplo el virus de diarrea viral
bovina y la administracion de desinflamatorios como son los corticoesteroides (De
La Rua-Domenech et al., 2006).

También se deben considerar otros eventos, para interpretar los resultados
de la pruebas de tuberculina, tal es el caso del fenomeno de “Boost”, éste se da
por repruebas, sin que haya infeccion, es algo similar a lo que ocurre en una
respuesta serolégica anamnésica, y se presenta también en las personas
vacunadas con BCG y en los individuos expuestos a micobacterias ambientales,
se presenta entre 1-5 semanas posteriores a la aplicacion de la prueba de
tuberculina. La conversion es el desarrollo de una nueva hipersensibilidad tardia,
es debida a la exposicion a antigenos micobacterianos y ocurre entre 5-12
semanas, a este periodo se le denomina como periodo ventana. Por ultimo la
reversion, cuando hay tratamiento de la enfermedad, en el caso de humanos
(Menzies, 1999).

Actualmente, se estan investigando tuberculinas capaces de distinguir

animales vacunados de infectados, probando mezclas de antigenos como ESAT-

23



6, CFP-10, MPB70 y MPB83 para mejorar la sensibilidad de la prueba de
tuberculina (Whelan et al., 2010).

Prueba de Interferon gamma (IFN-y)

Esta prueba mide la producciéon de la citocina IFN-y liberada porélalas
mononucleares de sangre periférica (PBMC). Esta es una prueba in vitro, que
consta de 2 fases: primero estimular e incubar con diferentes antigenos (PPD
aviar y bovino) a las PBMC, durante 24 horas a 37°C. Que en caso de haber
linfocitos sensibilizados presentes en la muestra de sangre, producirdn IFN-y
(Wood y Jones, 2001; Diaz et al., 2003), al estimularse con el PPD. En la segunda
fase se procede a cuantificar la citocina, de los plasmas obtenidos a través de la
centrifugacion de la sangre incubada y se procede a medir la produccion de IFN-y
expresado mediante densidades oOpticas (D.O.) (De La Rua-Domenech et al.,
2006), mediante una prueba de ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima
(ELISA) tipo “sandwich”. Esta prueba tiene una alta sensibilidad (77-94 %) y
especificidad (96-98 %) (WHO, 1994.137; OIE, 2004).

El IFN-y es el principal activador de maobdfagos y es también un indicador
que se ha correlacionado con la proteccion por parte de la respuesta inmune
celular (Ginsberg, 2002).

La prueba de IFN-y detecta individuos positivos en un lapso corto, de 2
semanas, posinfeccién (Wood y Jones, 2001). En ocasiones se puede apreciar un
“boost” entre 3-28 dias posteriores a la aplicacion de la tuberculina, que puede
prolongarse hasta por 63 dias (Wood y Jones, 2001; Diaz et al., 2003; Palmer y
Waters, 2006).

Como desventaja de la prueba de IFN-y tenemos que tampoco detecta
animales con depresion de la respuesta inmune mediada por células (anérgicos)
(Diaz et al., 2003) y se deben de cuidar las muestras, pues al ser expuestas a
temperaturas elevadas por mas de 2 horas, se dafia a las células, hecho que llega
a ocurrir en los muestreos en campo cuando se trabajan hatos muy grandes
(Waters et al., 2007).
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Actualmente para humanos existe un sistema llamado QuantiFERON™, (til
para distinguir individuos vacunados de aquéllos con tuberculosis latente. Este se
puso a prueba en un brote de tuberculosis en Dinamarca, utilizaron como
antigenos a las proteinas ESAT-6 y CFP-10, junto con el PPD aviar y bovino para
distinguir a los individuos vacunados con BCG de los infectados con micobacterias
del complejo M. tuberculosis (Brock et al., 2004; Palmer et al., 2006).

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA)

La prueba de ELISA consiste en absorber antigenos a una fase solida para captar
anticuerpos especificos contra las micobacterias a partir de suero sanguineo. Esta
captura se pone de manifiesto mediante el uso de un segundo anticuerpo
conjugado a una enzima (generalmente peroxidasa), que al reaccionar con su
sustrato (peroxido de hidrégeno) en presencia de un cromdgeno revela la union
antigeno-anticuerpo.

La prueba de ELISA se considerada complementaria en relacion a las
pruebas basadas en la inmunidad celular, utilizadas para detectar TB (Palma-
Nicolas y Bocanegra-Garcia, 2007). Conforme avanza la enfermedad o bien en
animales con una enfermedad generalizada se acentla una respuesta inmune por
anticuerpos, los cuales son un indicador de infeccion por M. bovis (Green et al.,
2009), una proporcion de animales anérgicos pueden detectarse mediante
serologia. Lo anterior es de suma importancia ya que muchos de estos animales
anérgicos son altamente infecciosos (De La Rua-Domenech et al., 2006).

Por lo tanto la prueba de ELISA, es de gran utilidad para identificar
animales anérgicos, en cérvidos (Palmer y Waters, 2006) y en otros animales
silvestres que desarrollan una respuesta inmune por anticuerpos (McNair et al.,
2007).

Un dato relevante observado, es que la prueba de tuberculina genera un
aumento en la produccion de anticuerpos a las 2 semanas de haberse aplicado en
individuos infectados (Palmer y Waters, 2006), por lo tanto si se usa la prueba de
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ELISA en el diagnostico complementario de TBb, es recomendable colectar el
suero entre 10-20 dias posteriores a la prueba de tuberculina (WHO, 1994.137).
Entre las ventajas de la prueba de ELISA puede sefalarse que es
econdmica, sencilla, de facil realizacibn y no invasiva. A pesar de que su
sensibilidad (40-60 %) y especificidad (60-80 %) son bajas en comparacion con la
prueba de tuberculina y la prueba de IFN-y (OIE, 2004; Whelan et al., 2008).
Desafortunadamente, entre las desventajas se carece de antigenos
altamente especificos y sensibles, pues cuando se usan extractos totales de
proteinas puede haber reaccién cruzada en individuos vacunados con BCG y/o
expuestos a micobacterias ambientales (Palma-Nicolas y Bocanegra-Garcia,
2007). Para solucionar esta situacion algunos investigadores trabajan en pruebas
serologicas multiples y antigenos multiples como CFP-10, ESAT-6, HspX, MPB70,
MPB83, EsxH, PPE68, etc., con la finalidad de aumentar la sensibilidad y

especificidad de las pruebas seroldgicas (Whelan et al., 2008; Green et al., 2009).

Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Los avances tecnologicos en la amplificacion in vitro de ADN y ARN han ido de la
mano con el desarrollo de metodologias, que faciliten la deteccion de
microorganismos en diferentes muestras clinicas, tal es el caso de la utilizacion de
la técnica de PCR para lograr un diagndstico rapido y preciso.

La prueba de PCR consta de 3 etapas: extracciéon del ADN de la muestra,
amplificacion del ADN y deteccion de productos, ya sea por hibridaciéon con
sondas o por medio de electroforesis en gel (OIE, 2004; Lo, 2011).

Se han utilizado diferentes cebadores para identificar micobacterias del
complejo M. tuberculosis, por ejemplo: secuencias de acido ribonucleico 16S-23S,
secuencias de insercion 1S6110, 1S1081, ISmyco, regiones de diferenciacion como
RD10 y de genes que codifican enzimas y otras proteinas tal es el caso de hupB,
pncA, gyrB, oxyR, katG, MPT40, MPB64, MPB70 (Cousins et al., 1992; Estrada-
Chavez et al., 2004; Mishra et al., 2005) y la proteina de 38 kDa (OIE, 2004).
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La prueba de PCR tiene varias ventajas, entre ellas destaca la rapidez
(Parra et al., 2008), concordancia con pruebas de oro como histopatologia y
aislamiento bacteriolégico (Estrada-Chavez et al., 2004; Romero et al., 2006),
ademas de que se pueden utilizar diferentes tipos de muestras, ya sea frescas o
en algun conservador y que a partir de pequefias cantidades de ADN hay
amplificacion del mismo (Milian et al., 2010).

En cuanto a sus desventajas tenemos que es una prueba costosa, requiere
de personal capacitado, cuidado en puntos criticos (OIE, 2004), suele haber
variabilidad en cuanto a sensibilidad y especificidad entre diferentes laboratorios,
lo cual se debe a los métodos de descontaminacion usados y al procedimiento
para la extraccion de ADN (Parra et al., 2008), la presencia de inhibidores de la
polimerasa, contaminaciones; y por otra parte no permite distinguir si los
microorganismos estan vivos o muertos y no es una prueba que se debe utilizar
sola en el diagndstico, sino que se debe acompafiar de la historia clinica y otras
pruebas (Lo, 2011). Con los debidos cuidados en su realizacion, la PCR ha
demostrado ser atil en el diagndstico rapido para la identificacién de M. bovis de
otras micobacterias a partir de muestras de tejidos con una sensibilidad que va del
61-80 % (Parra et al., 2008).

Inmundégenos utilizados para el control de la tuberculosis

Mycobacterium bovis bacilo Calmette-Guerin (BCG)

La BCG es una vacuna viva atenuada, en 1908 Calmette y Guérin comenzaron a
trabajar con la cepa conocida como “Lait Nocard”, una cepa virulenta de M. bovis
aislada por Nocard, a partir de una vaca con mastitis tuberculosa. Esto lo
consiguieron mediante el cultivo de este microorganismo cada 3 semanas en un
medio glicerinado que contenia papa, bilis y carne. Después de 13 afios y 230
sub-cultivos esta cepa perdio su virulencia (Huebner, 1996; Berh y Small, 1999).
Desde entonces esta vacuna se ha administrado a mas de un billon de infantes en
182 paises. A partir de la cepa original del Instituto Pasteur, ubicado en Lille

Francia, se produjeron varias cepas hijas (Huebner, 1996).
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Los estudios realizados al genoma de la BCG han mostrado que la region
de diferencia 1 (RD1), presente en M. bovis y M. tuberculosis, esta ausente en
todas las cepas de BCG, hecho que explica la atenuacion de la vacuna (Berh y
Small, 1999; Fine et al., 1999; Neill et al., 2005). La regiéon RD1 codifica al sistema
de secrecion tipo VII conocido como ESX-1, que comprende 9 genes (Rv3871-
Rv3879c) de los cuales Rv3874 y Rv3875 sintetizan a la proteina de filtrado de
cultivo 10 (CFP-10) y la proteina de secrecion temprana de 6 kDa (ESAT-6)
respectivamente (Liu et al., 2009). En el afio 1927 en las cepas de BCG, ocurre la
pérdida de la region RD2 que contiene al gen Rv1980c, el cual sintetiza a la
proteina MPB64 (Murphy et al., 2008). Asimismo ocurre una mutacioén en el gen
Sigk, afectando la produccion de proteinas como MPB70 y MPB83, las cuales sélo
se expresan en pequefias cantidades en cepas adquiridas después de esta fecha.
Una mutacion en phoP un gen encargado de regular a varios genes involucrados
en la produccion de proteinas inmunogénicas, las cuales contribuyen con la
reactividad a la prueba de tuberculina y conllevan a una menor conversion de esta
prueba en algunas cepas (Liu et al., 2009).

Al ser aplicada la vacuna BCG induce una respuesta inmune mediada por
células, que disminuye el grado de infeccion manifestandose menor tamafio de las
lesiones, con una menor cantidad de UFC dentro de éstas y una menor
diseminacién de la infeccion a otros 6érganos (Wedlock et al., 2007).

Se ha demostrado que la vacuna BCG da una proteccion significativa, pero
ésta solo permanece por un periodo de tiempo limitado en humanos, pues
disminuye conforme avanza el tiempo (Milian et al., 2003; PHAC, 2007), ademas
su aplicacion no evita la infeccion y no protege a los infectados previamente a la
vacunacion (PHAC, 2007; Liu et al., 2009). Por otra parte, en los experimentos que
han utilizado modelos animales, solo se ha evaluado la proteccion a corto plazo
con la esperanza de que la respuesta de memoria sea de larga duracion (Doherty
y Andersen, 2005).

La proteccion inducida por la vacuna se corrobora mediante la produccion

de IFN-y, ya que se observa un aumento de produéai entre 2 -4 semanas de
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aplicada la vacuna; en cuanto a la reactividad a la prueba de tuberculina, aparece
a las 2 semanas con una respuesta maxima entre 6 a 12 semanas (Huebner,
1996; Skinner et al., 2001).

La eficacia de esta vacuna en humanos, se ha evaluado mediante
diferentes estudios, como son estudios clinicos y estudios de casos y controles;
sin embargo, ambos métodos han tenido marcadas discrepancias, con grados de
proteccion del 0 al 80 % (Fine et al., 1999; Gingsberg, 2002; Franco-Paredes et
al., 2006; PHAC, 2007; Liu et al., 2009). Por su parte, los estudios de meta-analisis
han mostrado una alta eficacia de la vacuna BCG en contra de la meningitis
tuberculosa y la presentacion miliar, pero solo se ha visto un 50 % en la eficacia
global en humanos (Caminero, 2003; Aronson et al., 2004). En cuanto al ganado
bovino, estudios realizados en el Reino Unido de 1940 a 1950 en 4 hatos,
mostraron a la necropsia que el 25 % de los bovinos vacunados tenian lesiones,
en contra de un 50 % en los controles. De igual forma, estudios en Malawi
encontraron un 16 % de animales con lesiones, en los bovinos vacunados y un 50
% en los controles (Ellwood y Waddington, 1972). Estudios realizados mas
recientemente en bovinos, en donde han comparado a las cepas Pasteur y
Danesa a dosis 1 X 10° UFC, han encontrado diferentes cinéticas de produccion
de IFN-y, pero proteccbn similar entre las cepas usadas (Wedlock et al., 2007).
Asi como estudios realizados bajo condiciones de campo en Etiopia, utilizando la
cepa Danesa a una dosis 1 X 10° donde se reporto una eficacia vacunal del 56 %
a la necropsia (Ameni et al., 2010), mientras que un estudio similar realizado en
Baja California México, usando la cepa Tokio a una dosis 1 X 10°, encontraron una
eficacia vacunal del 59.4 % (Lopez-Valencia et al., 2010).

Existen diversas razones para explicar la variabilidad en la eficacia de la
vacuna BCG, podemos mencionar a la cepa de BCG utilizada (Castillo-Rodal et
al., 2006), la dosis administrada (se ha demostrado que las dosis bajas que van de
10%-10° UFC son mejores) (Skinner et al., 2001), el nimero de bacilos viables en
la vacuna (Huebner, 1996), la sensibilizacion con otras micobacterias (Skinner et
al., 2001; Doherthy y Andersen, 2005; Castillo-Rodal et al., 2006) como M.
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fortuitum, M. kansasii y/o M. avium (Fine et al., 1999) o la infeccién previa a la
vacunacion con M. bovis, todo lo cual, da como resultado una proteccién limitada
(Hope y Villareal-Ramos, 2008).

La desventaja principal del uso de la vacunacién con la BCG en el ganado
bovino, es que puede haber interferencia al hacer el diagnéstico mediante la
prueba de tuberculina (Hope y Villareal-Ramos, 2008), la cual es la prueba oficial
de diagndstico de TBb en México (NOM, 1995), aunque se ha visto que una
reaccion positiva a la prueba de tuberculina, no es sinbnimo de proteccion en
individuos vacunados (Caminero, 2003). Puede haber efectos indeseados, aunque
esto solo se han presentado al aplicar dosis muy altas (10%-10°) manifestandose
como inflamacién severa en el sitio de aplicacion, fiebre, anorexia, depresion, tos,
respiracion aumentada, descenso en la produccion lactea y linfadenitis cervical
(Murphy et al., 2008) y su relacion costo-beneficio debera ser evaluada (Caminero,
2003).

Un estudio realizado en México con ratones y utilizando distintas cepas de
BCG, mostro que las cepas obtuvieron distintos resultados en cuanto a cantidades
de UFC aisladas por 6rgano y una menor area de lesiones neumonicas en pulmén
a la necropsia, ademas de una respuesta de hipersensibilidad tardia moderada en
algunas de ellas. La cepa Phipps mostr6 buenos resultados en cuanto a la
proteccion conferida, ademas no presentd una reaccion fuerte a la
hipersensibilidad tardia (Castillo-Rodal et al., 2006).

Extracto proteico de filtrado de cultivo (CFPE)

Los filtrados de cultivo contienen componentes de la autolisis y son principalmente
una mezcla de proteinas secretadas al medio de cultivo por las micobacterias
vivas (Hope y Villareal-Ramos, 2008). Investigaciones mediante la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
mostraron que en los CFPE hay 35 bandas en un rango de 23-80 kDa (Rennie et
al., 2010). Los principales antigenos de M. bovis presentes en los CFPE son las
proteinas de choque térmico: 70 kDa o DnakK, 65 kDa o GroEL, 16 kDa y 12 kDa o
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GroES o MPB57; proteinas de secrecién como ESAT-6, CFP-10, 32 kDa, 30 kDa,
MPB64 y MPB70; proteinas asociadas a carbohidratos (glicoproteinas): 39 kDa,
38 kDa, 25 kDa y 19 kDa (WHO, 1994.138).

Los CFPE comenzaron a estudiarse como una alternativa en la vacunacion
contra la TBb, pues entre sus propiedades esta la de no interferir con la prueba de
tuberculina y al parecer no se ven afectados por la exposicion previa a
micobacterias ambientales, que resultan ser factores positivos en comparacion
con la vacuna BCG, ademas que contienen antigenos altamente estimulantes
(Wedlock et al., 2000).

Los resultados de investigaciones en donde se ha utilizado a los CFPE, han
mostrado diferentes resultados. Por una parte, estudios en modelos con ratones y
cobayos revelaron que estos antigenos son capaces de inducir proteccion en
modelos de infeccidn via aerdgena contra M. bovis y M. tuberculosis, donde hubo
una menor presencia de lesiones tuberculosas en pulmén, sin reactividad a la
prueba de tuberculina (Wedlock et al., 2000; Buddle et al., 2003), pero hay que
mencionar que requieren de una fuerte induccion de la respuesta inmune celular,
dada por un buen adyuvante, como es el bromuro dimetil dioctadecil amonio
(DDA), evaluado en modelos murinos experimentales, bajo condiciones
controladas, manifestando una respuesta similar a la BCG, con una menor
cantidad de micobacterias presentes en pulmoén y bazo, con una alta expresion de
IFN-y (Andersen, 1994).

Por otra parte, hay estudios en que estas vacunas de subunidades
protéicas, han mostrado menor o ninguna proteccion contra la tuberculosis,
obteniendo mejores resultados con la aplicacion de la BCG (Hope y Villareal-
Ramos, 2008).

Sin embargo, en animales vacunados, se ha encontrado una tendencia a
formar lesiones extra toracicas de tuberculosis. A pesar de todo, se tiene la
confianza de que este tipo de vacuna funcionara mejor al ser aplicarlas junto con
vacunas de ADN (Wedlock et al., 2000).
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Mycobacterium vaccae

M. vaccae es una micobacteria de rapido crecimiento, no patdgena, que se
encuentra en el medio ambiente. Se ha recomendado como inmunoprofilactico
contra la tuberculosis junto con antibiéticos en humanos (Kaufmann et al., 2010).

Se ha experimentado con M. vaccae como una bacterina inactivada por
calor, sumamente segura a diferencia de las vacunas vivas atenuadas, para
aplicarse en individuos VIH positivos (Ginsberg, 2002). Es importante notar que se
desconocen sus mecanismos de efecto, aunque se ha propuesto que hay
reconocimiento inmune de los antigenos comunes de las micobacterias, que
induciran una respuesta inmune mediada por células (Skinner et al., 2001).

Se han reportado resultados distintos en diferentes estudios, en ratones,
con M. vaccae inactivada a dosis 1 X 10%, indujo una activacién de la subpoblacién
Thl y se presentd un control eficiente de la enfermedad acompafada de una
respuesta alta a la hipersensibilidad tardia, mientras que administrada a dosis mas
altas como 1 X 10°, indujo una respuesta de rapida progresion de la enfermedad y
muerte al desafiar a los ratones con M. tuberculosis H37Rv (Hernandez et al.,
2004).

Otros estudios realizados en becerros utilizando a M. vaccae inactivada por
calor y administrada via subcutanea, mostraron que no hubo proteccién al
momento de retar a los animales y comparar con los controles (WHO, 1994.138;
Buddle et al., 2003). Investigaciones realizadas en tejones y zariglieyas tampoco
mostraron buenos resultados, no obstante, al aplicar a M. vaccae en combinacion

con la BCG se obtuvieron buenos resultados (Skinner et al., 2001).

Vacunas de ADN

Este tipo de vacunas parte del principio de aplicar ADN de micobacterias que
codifique antigenos de estas y es insertado en vectores como son los plasmidos.
Posteriormente, este ADN es incorporado a las células musculares de un

hospedador inmunocompetente, al cual se ha inoculado y sintetizaran las
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proteinas micobacterianas que inducirdn una respuesta inmune, por medio de la
presentacion de estos antigenos a los linfocitos T CD4" y T CD8" (Fine et al.,
1999; Huygen, 2003).

Estas vacunas ha mostrado potencial contra la tuberculosis en modelos
murinos, pues estimulan la respuesta de IFN-y, por linfocitos T CD8" citotoxicos y
de células de memoria. Las vacunas de ADN que expresan a las proteinas MPB70
y MPB83 han mostrado una marcada respuesta por parte de linfocitos T CD4",
inmunidad humoral hacia la IgG1l y una ligera respuesta de IFN-y al PPD, sin
mostrar reaccion a la prueba de tuberculina (Buddle et al., 2003).

Ya se estd trabajando en modelos que aplican una vacuna ADN vy
posteriormente se aplica un refuerzo con una vacuna viva atenuada (Franco-
Paredes et al., 2006). Como ejemplo de este protocolo se han llevado a cabo
estudios, con buenos resultados, donde se aplicé una vacuna que expresa a las
proteinas Hsp65, Hsp70 y Apa, posteriormente vacunaron con BCG, esta
investigacion se realizd en becerros previamente sensibilizados por micobacterias
ambientales, en los cuales la vacunacion con BCG no llega a dar una proteccion
completa, de esta manera se han observado resultados superiores que con la
aplicacion de la vacuna de ADN sola (Skinner et al., 2003).

Este esquema ADN/BCG ofrecié buenos resultados al comparar al grupo
vacunado con el grupo control, manifestandose como una reduccion en el numero
de animales con lesiones pulmonares, menor nimero de animales con lesiones en
linfonodos y menor grado de lesiones en linfonodos por animal (Skinner et al.,
2003).

Vacunas recombinantes

Este tipo de vacunas se dividen en 2 grupos: las compuestas por subunidades
proteicas de uno o0 mas componentes micobacterianos, las cuales inducen
inmunidad protectora y que son actualmente los candidatos mas probados,
algunas pocas también utilizan lipidos o subunidades de carbohidratos, y por otra

33



parte, aquellas que utilizan vectores como el virus vaccinia, poxvirus y
micobacterias atenuadas (Ginsberg, 2002).

Ejemplos de estas vacunas son la 72f que es una fusién de 2 proteinas de
la familia PPE (Rv1196 y Rv0125), desarrolladas por Corixa y GSK, otra es la
Ag85B-ESAT-6 (H1-CAF01) que contiene al adyuvante IC31 desarrollado por el
“Statens Serum Institute” (Kaufmann et al., 2010), de la cual hay una presentacion
para administrarse intranasalmente LTK63, la cual utiliza una enterotoxina
termolabil de Escherichia coli (Doherty y Andersen, 2005).

Existen otras vacunas basadas en vectores recombinantes vivos como la
BCG, modificandola o inactivando genes para reducir su reactividad a la prueba de
tuberculina, o bien, para sobreexpresar proteinas inmunodominantes; o también
hay cepas atenuadas de M. bovis, a las que se les han retirado genes
relacionados con la virulencia o que codifican enzimas de vias metabdlicas
esenciales (Buddle et al., 2003).

Otras vacunas de este tipo que han partido de mejorar a la BCG son:
rBCG30, que sobre expresa el antigeno 85B (Franco-Paredes et al., 2006;
Kaufmann et al., 2010); BCG::RD1 una BCG a la que se le ha reintroducido el
locus RD1; las rBCG::AureC-llo* y rBCGAureC:Hly, mutantes deficientes en ureasa
gue expresan el gen de listeriolisina O, la cual es menos virulenta incluso que la
BCG, estimulara a la subpoblacién celular Th17 (Kaufmann et al., 2010).

Asi pues, se prueban vacunas de M. tuberculosis carentes del locus RD1
bajo la hipétesis de atenuarla y que persistira por mas tiempo en el organismo,
estimulando la respuesta inmune protectora en cierta forma de un modo mas
fuerte que la BCG (Ginsberg, 2002).

También esta es una mutante de M. tuberculosis AphoP/R (MTBVACO1) la
cual han sido atenuada; la MVA-85A, una vacuna en la cual se ha utilizando el
virus vaccinia para que exprese el antigeno 85A (Franco-Paredes et al., 2006;
Vordermeier et al., 2009); la Ad85A utilizando un adenovirus que expresa al

antigeno 85 ha dado buenos resultados en protocolos de primo vacunacion-
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refuerzo, al utilizarla junto con la BCG en bovinos (Vordermeier et al., 2009); FP9,

un poxvirus que también expresa el antigeno 85A (Doherty y Andersen, 2005).

Estudios epidemiolégicos para evaluar la eficacia de vacunas

La epidemiologia utiliza los métodos estadisticos para cuantificar la ocurrencia de
eventos relacionados con la salud. En otras palabras, las medidas de la frecuencia
de enfermedad en una poblacién son utilizadas para describir la incidencia y la
prevalencia. Las medidas de riesgo son requeridas para predecir la probabilidad
de riesgo de algun evento, por ejemplo de enfermedad, como son el riesgo relativo
y la razébn de momios. El riesgo relativo es la proporcion de la incidencia del
resultado de interés entre los expuestos y los no expuestos (Schmidt y Kohimann,
2008).

El estudio ideal para evaluar vacunas es un estudio clinico con individuos
susceptibles a enfermarse, aleatorio y doble ciego, en el cual la mitad de los
individuos reciben la vacunacion y a la otra mitad recibe un placebo. Se realiza un
seguimiento prospectivo para determinar las tasas de ataque en vacunados y no
vacunados. Deben considerarse 4 factores que afectan la eficacia vacunal en los
estudios epidemioldgicos: definicion de un caso, la deteccién correcta de casos,
determinacion del estatus vacunal e igualdad de exposicion a la enfermedad
(Orenstein, et al., 1985).

Por definicién, la eficacia es la habilidad de una vacuna para prevenir la
enfermedad, y asi, la efectividad, mide la capacidad de un programa de
vacunacion para prevenir una enfermedad. Esta Ultima estd dada por la eficacia
vacunal y por el tipo de riesgo existente dentro de la poblacién; es decir, si el
riesgo es bajo o alto (Comstock, 2000).

La eficacia de una vacuna depende de su potencia, una administracion
adecuada de la misma y que el individuo sea capaz de responder; puede ser

calculada mediante medidas epidemiologicas utilizando la tasa de ataque de la
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enfermedad en la poblacién vacunada y no vacunada mediante la siguiente
férmula (Orenstein et al., 1985):
_ (TANV — TAV

TANV ) X100

EV= Eficacia vacunal.
TANV= Tasa de ataque en no vacunados.
TAV= Tasa de ataque en vacunados.

En cuanto a la BCG, se han propuesto 3 tipos de estudio para evaluar su
eficacia vacunal: estudios aleatorizados, no aleatorizados y estudios
observacionales (Comstock, 2000). De estos, el mejor es el aleatorizado debido a
que la exposicién estd controlada por el investigador y la aleatorizacion provee
similitud entre los grupos de tratamiento, proporcionando estimaciones validas
para los métodos de inferencia estadistica (Kuehl, 2001), ademas de la inclusion
de un grupo control. Los ensayos no aleatorios son los menos aceptables pues no
se conoce qué factores son diferentes dentro de las poblaciones.

Por ultimo los estudios de casos y controles son los mas recomendados en

sustitucion de los estudios aleatorizados (Comstock, 2000).
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2. JUSTIFICACION

La salud animal tiene una relacion estrecha con la salud de los humanos, debido a
que el consumo de productos y subproductos lacteos o carnicos derivados de
animales infectados con TBb, representa un factor de riesgo para la poblacion
humana.

Por lo que es indispensable mantener la salud animal, con la finalidad de
evitar la transmision de enfermedades como la TB, por via directa o de productos
de origen animal a la poblacién.

Sin embargo, el costo econdmico que implica la eliminacion de reactores
mediante los protocolos de la NOM-031-ZO0-1995, los cuales consisten en aplicar
la prueba de tuberculina y el posterior sacrificio de los reactores, no es del todo
viable dentro de los hatos lecheros con alta prevalencia de esta enfermedad, lo
mismo que en el caso de hatos que no pueden reponer animales con su recria,
pues se verian en la necesidad de repoblar con animales provenientes de otros
hatos, de los cuales se desconoce su situacion de TBb, ademas de sumar el gasto
que implica adquirir reemplazos. Pues el valor de una vaquilla proxima a parto
implica un aproximado de 2,000 ddlares, ademas que en algunas explotaciones se
llega a presentar hasta un 50% de reactores a la prueba de tuberculina, sin
considerar a los animales anérgicos que pueden escapar de esta prueba, lo cual
mantiene la enfermedad dentro de la explotacion, presentdndose a la siguiente
prueba nuevos casos de animales reactores, lo cual conlleva a una despoblacion
del hato a causa de eliminar a los individuos reactores y la inversion para reponer
a estos animales.

Por lo tanto, evaluar diferentes inmundgenos contra la TBb en hatos de alta
prevalencia, es de gran importancia con el fin de conocer qué tan utiles pueden

ser en el control de la TBb, bajo condiciones de campo.
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3. HIPOTESIS

Al evaluar los diferentes inmundogenos, los animales inmunizados, mostraran una
menor frecuencias de casos a TBb y menor grado de diseminacion de lesiones
compatibles a TBb, en comparacion con los animales no inmunizados y en los
grupos de becerras vacunadas, se presentara una respuesta inmune debida a la

vacunacion.
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4. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar diferentes inmunogenos en el control de la TBb en un hato con alta

prevalencia de esta enfermedad.
Objetivos particulares
Primera parte: estudio retrospectivo

1) Determinar la prevalencia de TBb en el hato de estudio, al inicio y durante la
realizacion del programa de control con inmunizacién, buscando si se presento

una disminucion en la prevalencia debido a esta medida.

2) Comparar la frecuencia de casos de TBb, en los animales inmunizados (BCG,
CFPE y M. vaccae) y los no inmunizados del hato, determinando si hubo menos

casos de TBb.

3) Con los resultados de las frecuencias de casos de la prueba de tuberculina 'y a

la necropsia se obtendra y se evaluara la eficacia vacunal de cada inmunogeno.

4) Comparar el grado de diseminacion de lesiones compatibles a TBb en los

diferentes grupos de estudio.
5) Utilizar el inmunégeno con mejores resultados en la segunda etapa del estudio.
Segunda parte: estudio prospectivo

1) Determinar si se presenta una respuesta inmune generada por la aplicacion de
la BCG Phipps a 2 diferentes dosis aplicadas, con respecto al grupo control,

midiendo la produccion de la citocina IFN-y, anticuerpos e hipersensibilidad tardia.

2) Diferenciar si el tipo de respuesta inmune observada se atribuye a infeccion o a

la inmunizacion.
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5. MATERIALES Y METODOS
Ubicacién del lugar de trabajo

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Inmunologia del Centro
Nacional de Investigaciones Disciplinarias (CENID) en Microbiologia Animal del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
La parte correspondiente al trabajo de campo se realiz6 en el Complejo Agro-
Industrial Tizayuca (CAIT), ubicado en el municipio de Tizayuca, estado de
Hidalgo, México, a 52 km de distancia del D.F., con coordenadas geogréficas 19°
50" latitud norte y 98° 59° de longitud oeste, a una altura de 2,260 metros sobre el
nivel del mar, con un clima BS1k, segun la clasificacion de Képpen, que
corresponde predominante a un clima semi-seco templado con lluvias de Junio a
Septiembre.

El CAIT cuenta con hatos especializados en la produccién intensiva de
leche principalmente de la raza Holstein-Friesian. Sus instalaciones son de tipo

semi-tecnificadas y con un rango de prevalencia a TBb del 2 al 50 %.

Metodologia primera parte del estudio: evaluacion retrospectiva de 3

diferentes inmundgenos

En la primera parte se realizd un estudio observacional, retrospectivo, longitudinal
y descriptivo, que corresponde a una revisibn de casos, en un hato con alta
prevalencia de TBb (28 %), en donde se habia establecido previamente un
programa de inmunizacion en las nacencias utilizando 3 tipos diferentes de
inmundgenos (BCG Phipps, CFPE y M.vaccae).

El estudio se condujo mediante la revision documental de resultados de la
prueba de tuberculina y los expedientes de necropsias, que fueron realizados
durante 4 afios en el hato de estudio, con la finalidad de evaluar la prevalencia, la
frecuencia de casos a TBb y se determino la eficacia vacunal, asi como el grado
de lesiones compatibles a la necropsia con ésta enfermedad, entre los 3 grupos

inmunizados y los animales no inmunizados.
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Descripcién del hato y medidas de control realizadas durante el

programa de inmunizacion

En esta unidad de produccion se implementé un programa para el control de la
TBb, aplicando las siguientes medidas: inmunizacion de las becerras nacidas en el
establo, segregacion de animales reactores a la prueba de tuberculina a una
unidad destinada para tal fin, el calostro provenia de vacas negativas a la prueba
de tuberculina con el que se alimentaban las becerras y su alimentacién posterior
era con sustituto de leche.

El programa de control con inmunizacion comenz6 en mayo del 2005 vy
tuvo continuidad hasta diciembre del 2008, con una prevalencia al inicio en los
animales en produccion del 28 %, mientras que en las becerras de recria fue de
un 5.3 % de TBb, calculadas mediante la prueba de tuberculina cervical

comparativa.
Flujo de los animales dentro del hato

Las becerras se mantenian en el establo donde se alimentaban con sustituto de
leche hasta su destete (10 a 12 semanas de edad) y posteriormente eran enviadas
a las instalaciones de recria. En ese lugar se les realizaba la prueba de tuberculina
a una edad de 6 a 12 meses, en esta area permanecian hasta el momento del
parto (24 meses de edad) y posteriormente se enviaban de regreso al establo para
su ordefio.

Una vez en el establo los animales se monitoreaban mediante la prueba de
tuberculina cada 6 meses y los que resultaban reactores a la prueba eran
separados de los animales sanos y enviados a una unidad destinada para

segregacion.
Inmunogenos utilizados

La M. bovis BCG cepa Phipps a dosis de 1 X 10* unidades formadoras de colonias

(UFC) en 1.5 ml de solucién buffer de fosfatos (PBS) estéril, fue cedida por la
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Doctora Clara Inés Espitia Pinzon del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
Universidad Nacional Autonoma de México (IIBm-UNAM).

El CPFE de M. bovis cepa AN5 a una concentracién de 300 ug de proteina,
donado por la Productora Nacional de Bioldgicos Veterinarios (PRONABIVE),
suministrado en 1.5 ml de PBS estéril, obtenido de acuerdo a la metodologia
descrita por Diaz et al. (2003).

La recombinante M. vaccae, que tiene insertado el gen psts-1 de M.
tuberculosis, que expresa el antigeno de 38 kDa, utilizada a una dosis de 1 X 10*
UFC en 1.5 ml de PBS estéril, donada por la Doctora Clara Inés Espitia Pinzon del
[IBm-UNAM.

Animales

Un total de 306 becerras raza Holstein-Friesian nacidas de noviembre de 2004 a
enero de 2007, inmunizadas entre 1 y 5 meses de edad aplicando 3 tipos
diferentes de inmundogenos via subcutanea en el cuello, distribuidas de la siguiente
forma: 98 con BCG cepa Phipps, 106 con CFPE, 102 con M. vaccae; mientras que
48 becerras nacidas en el establo no inmunizadas y 143 becerras negativas a la
prueba de tuberculina, compradas por el propietario, componen al grupo no

inmunizado.
Pruebas y calculos estadisticos utilizados

La determinacion de la prevalencia mediante la prueba de tuberculina cervical
comparativa, al inicio de la inmunizacion fue necesaria, con el fin de establecer un
punto de referencia, y considerar a partir de alli el impacto del programa de control
gue incluyo a la inmunizacion en la prevalencia dentro del hato. La determinacién
de las frecuencias de casos positivos de cada prueba de tuberculina fue realizada
en el establo y en el centro de recria, con la finalidad de observar el
comportamiento a lo largo del programa de inmunizacion y para determinar si
hubo diferencias entre las frecuencias de casos positivos de TBb en los grupos de

estudio.
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Con la informacién de los expedientes de necropsias, se evaluaron las
frecuencias de animales con lesiones compatibles a TBb, del establo en programa
de control y del establo de segregacion, a partir de la fecha en que comenzo la
inmunizacion.

Una vez obtenidas y ordenadas las frecuencias de casos de TBb de la
prueba de tuberculina y de las necropsias de cada grupo de estudio, se calcularon
las proporciones y porcentajes de animales con TBb de cada grupo, y se procedio
a realizar la prueba Chi* de homogeneidad con la finalidad de determinar si hubo
diferencia entre los grupos de estudio.

La eficacia vacunal se obtuvo a partir de las proporciones de animales
reactores a TBb y con lesiones sugerentes de esta enfermedad, calculando las
tasas de ataque mediante la formula descrita por Orenstein et al. (1985), en los

grupos de estudio.
_ (TANV — TAV

TANV ) X100

EV= Eficacia vacunal

TANV= Tasa de ataque en no vacunados

TAV= Tasa de ataque en vacunados
Programas estadisticos utilizados

Los programas JMP version 5.0.1 y Epi Info, fueron utilizados para la realizacion
de las pruebas Chi* de homogeneidad a partir de los datos obtenidos de los

expedientes de las pruebas de tuberculina y de necropsias.

Metodologia segunda parte del estudio: inmunizacion con BCG cepa Phipps

a diferentes dosis y evaluacion de la inmunidad celular y humoral

Descripcion del hato
El estudio prospectivo se llevd a cabo en otro hato de alta prevalencia de TBb,
propiedad de otro ganadero, con un 40 % en animales en produccion y 5 % en
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becerras de recria, ubicado en el CAIT. Se aplicé solamente la vacuna BCG cepa
Phipps, la cual obtuvo los mejores resultados, en cuanto a una menor frecuencia
de casos positivos a TBb y a la mejor eficacia vacunal medida con la prueba de
tuberculina y a la necropsia, determinada en el estudio previo; en 3 grupos de
becerras alojadas en un establo de segregacion, junto a los animales positivos a
TBb, por lo tanto existia una alta probabilidad de que las becerras se infecten y se

logre un desafio natural a la infeccion.

Vacuna y dosis utilizadas

La M. bovis BCG cepa Phipps se aplicé en dosis 1 X 10* UFC y 1 X 10° UFC en 1
ml, las cuales fueron preparadas en el laboratorio de inmunologia del CENID-
Microbiologia del INIFAP, a partir de la cepa donada por la Doctora Clara Inés
Espitia Pinzén del IBm-UNAM.

Animales

Se utilizaron becerras Holstein-Friesian, las cuales fueron inmunizadas entre los 8

a 15 dias de edad. La vacuna se aplico via subcutanea en la tabla del cuello.

Determinaciéon del tamafio de muestra

Para determinar el tamafio de muestra, se empleo el programa Win Episcope para
2 diferentes proporciones, utilizando las proporciones de la prevalencia de TBb
dentro del hato en produccién (0.40) y la proporcion de la prevalencia a TBb en
becerras (0.05), con una confianza del 90 % y una potencia del 80 %,
obteniéndose como resultado 11 animales por grupo con la decision de dejar un
animal mas, para reponer a los individuos que pudieran perderse durante el

estudio.
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Grupos de estudio

Se realiz6 la aplicacion de un disefio completamente aleatorizado, mediante el uso
de una tabla de numeros aleatorios, asignando a las becerras a los grupos

conformados de la siguiente manera:

Grupo 1: 12 becerras vacunadas con BCG cepa Phipps a una dosis de 1 X 10*
UFC

Grupo 2: 12 becerras vacunadas con BCG cepa Phipps a una dosis de 1 X 10°
UFC

Grupo 3: 12 becerras inoculadas con solucion salina de fosfatos estéril (PBS)

como control
Pruebas de laboratorio
Prueba de IFN-y

Se empled el kit comercial BOVIGAM™ de Prionics y se aplicé de acuerdo a las
instrucciones indicadas por el fabricante. (Consultar el anexo 10.3: reactivos y

soluciones utilizadas en las pruebas de laboratorio).

e La muestra de sangre completa, se obtuvo de la vena yugular en tubos
vaccutainer con heparina (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ USA).

e Los siguientes antigenos fueron usados para la prueba de deteccion de
IFN-y: PPD bovino, PPD aviar, la proteina recombinante CFP-10 (P.
Andersen, Staten Serum Institut) y el mitbgeno Phytolacca americana
(pokeweed) (Sigma St Louis, MO USA).

e Se tomaron alicuotas de 1,000 ul de sangre completa con heparina,
agregadas en 5 pozos por animal, en placas de cultivo de 48 pozos
(Nunclon, Roskilde Danmark).

e En el primer pozo se agregaron 67 pl de PPD bovino (3,250 Ul/ml), en el
segundo pozo 67 pl de PPD aviar (3,250 Ul/ml), en el tercero pozo 4 ul de
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CFP-10 (4 pg/ml), en el cuarto pozo 10 pl de pokeweed (10 pg/ml) y el
quinto pozo quedd como control sin estimular. Tras estimular los cultivos de
sangre bajo condiciones de esterilidad, se incubaron a 37 °C, en una
atmosfera de 5 % de CO, durante 24 horas.

Los plasmas, se colectaron y se congelaron a -70 °C.

Se procedié a descongelar los plasmas y se agregaron a las placas ya
sensibilizadas para la deteccion de IFN-y suministradas por el kit, del
mismo modo los controles positivo y negativo, colocando 50 ul de diluyente
para plasma al 0.01 % por pozo y la misma cantidad de plasma, se
homogeneiz6 por una hora.

Posteriormente se decanto y se dieron 5 lavados con solucién para lavado.
Después, se agregaron 100 pl de conjugado (concentracion 100X
Horseradish peroxidase labelled anti-bovine IFN-y), a 10 ml de buffer para
conjugado por placa. De esta solucion se agregaron 100 pl por cada pozo y
se procedid a homogeneizar por 1 hora. Posteriormente se decanto y de
nueva cuenta se lavo la placa 5 veces.

Se agregaron 10 ml de buffer enzima-sustrato, afiadiéndose ademas 100 pl
de cromdgeno (100X tetrametil bencidina en DMSO). De ésta solucion se
afadieron 100 pl por pozo y se incubd sin luz por 10 minutos. Pasado este
tiempo se agregd un volumen de 50 pl de solucién de paro (H,SO4 0.5 M)
por pozo.

Las absorbancias de las muestras se leyeron a 450 nm en un lector de
ELISA (BIO RAD, Hercules, CA USA).

Se procedié a evaluar las D.O. obtenidas. Una becerra fue considerada
positiva cuando el valor de D.O., obtenido del promedio del PPD bovino — el
promedio del control no estimulado fue = 0.1 y ademas el promedio del PPD
bovino — el promedio de PPD aviar fue = a 0.1 de acuerdo a lo estipulado
en el kit. Para el antigeno CFP-10 se tomo el criterio de acuerdo a lo
realizado por Lopez-Valencia et al., (2010).
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Prueba de ELISA

Para la prueba de ELISA se emplearon como antigeno los CFPE de M. bovis
cepa AN5 y de M. avium cepa D4, donados por PRONABIVE, obtenidos de
acuerdo a la metodologia descrita por Diaz et al. (2003). (Consultar el anexo 10.3:

reactivos y soluciones utilizadas en las pruebas de laboratorio).

El primer paso fue sensibilizar las placas (Nunc-Immuno Plate MaxiSorp) de
96 pozos, con los antigenos a una concentracion de 1.5 pg de CFPE/100 pl
por pozo, en solucidén de pegado (buffer de carbonatos 0.06 M pH 9.6).

Se dejaron por 24 horas a temperatura ambiente. Después de la incubacion
las placas se lavaron 3 veces con solucién de lavado (buffer de fosfatos
0.01 M pH 7.4 con NaCl y 0.1 % de Tween 20) y se bloquearon los sitios no
ocupados con la solucién de bloqueo (1.5 % de leche descremada en buffer
de fosfatos 0.01 M pH 7.4 y 0.1 % de Tween 20) durante 1 hora a una
temperatura de 37 °C (Diaz et al., 2003).

Las placas se lavaron 5 veces y se afadieron 100de sueros diluidos
1:100 en buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.4 y 0.01 % de Tween 20 y se
incubaron a 37 °C durante 1 hora. Se volvi6 a lavar por 5 veces con
solucion de lavado.

A continuacion en cada pozo se agregaron 100 pl de anti-IgG bovino y
proteina G 1:10,000, P-8170, recombinant protein conjugated with
peroxidase (Sigma St Louis, MO USA), en solucién buffer de fosfatos 0.01
M pH 7.4 con Tween 20 0.1 %, se incub6 por 1 hora a 37 °C, y
posteriormente se lavaron 5 veces.

Se agregb a cada pozo 100 pl de solucién de revelado (buffer de citratos
con pH 4.5, ortofenildiamida 4 pg y peroxido de hidrogeno 3 %).

Las placas se incubaron por 4 minutos a 37 °C. Se aplico la solucién de
paro (H.SO,4 2 M), 50 pl por pozo y se colocaron en el lector de densidades
Opticas para ELISA (BIO RAD Hercules, CA USA) a 492 nm (Diaz et al.,
2003).
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Prueba de tuberculina cervical comparativa
Esta se realizo6 de acuerdo a lo sefialado en la NOM-031-ZO0-1995.
Prueba de PCR

La busqueda de M. bovis fue mediante la prueba de PCR con muestras de moco
nasal de los grupos de becerras en estudio. (Consultar el anexo 10.3: reactivos y
soluciones utilizadas en las pruebas de laboratorio).

Extraccién de ADN:

e Se colectdé una muestra de exudado de la cavidad nasal de las becerras en
estudio, utilizando hisopos estériles, que fueron sumergidos en 5 ml de PBS
estéril (buffer de fosfatos 0.01 M, pH 7.4). Las muestras se mantuvieron a 4
°C hasta su utilizacion.

e La extraccion de ADN se realiz6 de la siguiente manera: primero se
centrifugé 1 ml del sedimento de la muestra de exudado nasal a 12,875 g
por 5 minutos; se decantd el sobrenadante y se agregaron 400 pl de TE
(100 mM Tris-HCI pH 8.0 y 10 mM EDTA) y 50 ul de lisozima (Sigma St
Louis, MO USA) (100 mg/ml de agua destilada) por una hora a 37 °C.

e Se afiadieron 70 pl de SDS al 10 % y 5 ul de proteinasa K (Carlshad CA
USA) (10 mg/ml) por 20 minutos a una temperatura de 65 °C.

e Posteriormente, se afadieron 100 pl de NaCl 5M y 100 ul de CTAB/NaCl
(4.1 g de NaCl, 10 g de CTAB y 80 ml de agua destilada), precalentado a
65 °C, se incubo por 10 minutos a 65 °C.

e Se utilizaron después 750 pl de cloroformo-alcohol isoamilico en un
volumen 24:1 y se volvio a centrifugar a 12,875 g por 5 minutos. En
seguida, se recupero la fase superior y se transfirio a un tubo nuevo (600
ul).

e Acto seguido, se adicionaron 0.6 del volumen (360 pl) de alcohol

isopropilico absoluto y se dejo por 30 minutos a -20 °C.
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e Se centrifug6 a 12,875 g durante 15 minutos, se decant6 el sobrenadante y
se afadié 1 ml de etanol 70 % frio (-20 °C).

e Nuevamente se centrifugo a 12,875 g por 5 minutos y se decanté el
sobrenadante.

e Los tubos se dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Para
finalizar, se suspendi6 el ADN en 50 ul de agua inyectable y se almaceno a

-20 °C hasta su posterior uso.

El analisis de integridad del ADN, se efectué descongelando las muestras y
se dejaron durante 10 minutos a bafio maria seroldgico, a una temperatura de 56
°C. Una vez hecho esto, se prepard un gel de agarosa al 1 % afiadiendo bromuro
de etidio y usando el TE como buffer de electroforesis. Se cargaron 5 pl de las
muestras por pozo y el ADN migr6 durante 1 hora a 90 volts. EI ADN se observo
con un transiluminador de geles Epi Chemi Il Darkroom (Biolmaging Systems
Upland, CA USA).

La cuantificacion del ADN, se realizd, primero al descongelar las muestras,
que se colocaron a bafio maria serologico durante 10 minutos a 56 °C. Se tomo
1.5 ul de cada muestra y se analiz6 la concentracion de ADN y su pureza con un
espectrofotometro NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher, Wilmington, DE USA).

La PCR se realiz6 de la siguiente forma:

e Se descongelaron las muestras y colocandolas por 10 minutos a bafio
maria serolégico a una temperatura de 56 °C.

e Se utilizaron los iniciadores TB1-F, del cual su secuencia es
5'GAACAATCCGGAGTTGACAAZ’ y TB1-R con secuencia
5’AGCACGCTGTCAATCATGTASZ’, que amplifican una region de 372 pb del
gen que codifica la proteina de secrecion MPB70 del complejo M.
tuberculosis (Cousins et al., 1992; Estrada-Chavez et al., 2004).

e Lareaccion de PCR se efectio en un volumen final de 25 ul empleando 0.5

pl de cada iniciador (0.4 uM), 13.25 ul de agua inyectable, 2.5 ul de buffer
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10X, 0.5 pl de dNTP (250 uM), 2.5 ul de MgCl,, 0.25 ul de la enzima Taq
polimerasa (Applied Byosistems, Qiagen, GmbH Hilden) (0.5 U) y 5 pl de
muestra. En cuanto al control positivo se utilizd el ADN de M. bovis de la
cepa AN5 y como control negativo agua inyectable.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: precalentamiento a
96°C por 15 minutos, seguido de una fase de desnaturalizaciéon a 94 °C
durante 30 segundos y fase de alineacion e hibridacion a 58 °C por 30
segundos y extension a 72 °C por 1 minuto. Después de 35 ciclos de
amplificacion, sigue una fase de extension final a 72 °C que dur6é 5 minutos
y la fase de enfriamiento a 4 °C que se llevo a cabo en un sistema Gene
Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA USA).

Los productos del PCR se analizaron en geles de agarosa al 1.5 %, y se
tineron con bromuro de etidio (0.5 pg/ml), utilizando 10 pl por pozo de cada
producto de amplificacién, un pozo conteniendo 2.5 ul de peso molecular
(Amresco K180-250 UL, 100 pb), y se visualizaron haciendo uso de un
transiluminador de geles Epi Chemi Il Darkroom (Biolmaging Systems
Upland, CA USA).

Pruebas estadisticas utilizadas

En los grupos de becerras se determiné la induccion de inmunidad por parte de la

vacuna, mediante la cuantificacion de los niveles de IFN-y y de anticuerpos, por

medio de la prueba de ELISA midiendo las densidades 6pticas (D.O.) a los 0, 15,

30, 60, 90, 150, y 210 dias de aplicada la vacuna, con los resultados fue posible

conformar una cinética del comportamiento de cada grupo a lo largo de los

muestreos.

Ademas con los resultados obtenidos de la prueba de IFN-y y ELISA de

cada muestreo independientemente, se realiz6 un analisis estadistico con la

prueba de Kruskal-Wallis, en busca de diferencia entre las medianas de los
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grupos. Cuando se encontré diferencia, se recurrié a la prueba de Dunn para
buscar entre que grupos se dio esta diferencia.

Con las frecuencias obtenidas de los reactores a la prueba de IFN-y, se
comparé entre los diferentes grupos mediante la prueba de Chi® de
homogeneidad, buscando si se presentd diferencia en reactividad dentro de los
grupos.

La prueba de tuberculina cervical comparativa fue aplicada a los 90 y 210
dias en los 3 grupos de estudio, para evaluar si la vacunacion indujo una
respuesta de hipersensibilidad tardia y si hubo diferencia entre las frecuencias de
reactores a la prueba en los diferentes grupos mediante la prueba de Chi? de
homogeneidad.

En cuanto al diagnéstico de infeccion en las becerras con M. bovis, se
buscé determinar si la reaccion positiva a la prueba IFN-y, fue debida a la
vacunacioén o infeccion, para ello, se incluyo el antigeno CFP-10, que esta ausente
en la BCG y presente en M. bovis para tal fin.

Por otro lado se efectud la prueba de PCR en muestreos programados a 0,
1, 2, 3, 5, y 7 meses con el fin de determinar si los animales estuvieron en
contacto o eliminando a M. bovis via nasal, mediante muestras de moco nasal. Se
llevé a cabo la prueba Chi? de homogeneidad con los resultados de la PCR con el

fin de buscar diferencia entre los grupos.

Programas estadisticos utilizados

Se utilizaron los programas JMP version 5.0.1, para la realizacion de las pruebas
Kruskal-Wallis y prueba de Dunn; Win Episcope para el céalculo del tamafio de
muestra y el programa, Statistica para realizar las graficas de caja y Epi Info en la

realizacién de las pruebas Chi?.
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6. RESULTADOS

Primera parte: evaluacion retrospectiva de 3 diferentes inmunogenos: BCG
cepa Phipps, CFPE de M.bovis y M. vaccae

Prevalencia de TBb calculada mediante la prueba de tuberculina

El programa de control de TBb por inmunizacién de animales inicio en 2005; en los
animales alojados en el centro de recria, se observé una prevalencia de 5.3 % en
el afio 2005, antes del inicio del programa de control de la TBb. En 2008, la
prevalencia disminuyo6 a 3.5 % (Fig. 1).

Mientras que en el hato en produccion se alcanzé una prevalencia maxima
de 28 % al inicio del programa de control, en 2007, dos afios después de la
inmunizacion de los animales, se observdé una prevalencia de 3.77 %. Sin
embargo, en 2008, la prevalencia subié a 16 %, posterior a la introduccion de

animales comprados (Fig. 2).

Frecuencias de animales reactores calculadas mediante la prueba de
tuberculina realizada en el centro de recria, en los diferentes grupos

de estudio

La frecuencia de reactores en el grupo inmunizado con M. vaccae fue
significativamente mas alta, en comparacion con los otros grupos, con 9.78% de
animales positivos, (p < 0.05). Cabe mencionar que esta frecuencia fue mas alta
que la del grupo control, en el cual se observé 4.25 % de animales positivos. Las
frecuencias mas bajas se encontraron en los grupos inmunizados con CFPE de M.

bovis y BCG cepa Phipps, con 2.56 % y 2.47 % respectivamente (cuadro 1).

Eficacia vacunal obtenida mediante los resultados de las pruebas de

tuberculina realizadas en el centro de recria

A partir de los resultados obtenidos de la frecuencia de reactores (cuadro 1), se

determind la eficacia vacunal de cada grupo (cuadro 2). El inmunégeno BCG cepa
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Phipps mostré la mejor eficacia vacunal con 41.9%, seguida del CFPE de M. bovis

con 39.7%, mientras que M. vaccae obtuvo un valor negativo de -130.1%.

Frecuencias de reactores mediante la prueba de tuberculina en los

grupos inmunizados de animales en produccion

Las frecuencias de reactores mas altas obtenidas a partir de la prueba de
tuberculina en animales en produccion se observd en animales vacunados,
durante el periodo de marzo del 2007 a agosto del 2009, las cuales fueron 14.41
%y 12.29 % para el CFPE de M. bovis y M. vaccae respectivamente. En el grupo
inmunizado con BCG cepa Phipps se observd un 6.1 %, mientras que en el grupo
control fue de 9.7 %. Al realizar la prueba de Chi? no fue diferente el CFPE de M.
bovis y M. vaccae del grupo control (p > 0.05), estos 2 inmundgenos tuvieron un
mayor numero de reactores en comparacion con la BCG cepa Phipps, que fue
diferente de ambos inmundgenos (p < 0.05) como se observa en el cuadro 3. No
se encontro diferencia significativa entre la frecuencia de reactores entre el grupo

inmunizado con BGC y los controles (p > 0.05).

Eficacia vacunal con las pruebas de tuberculina en los animales en

produccion

Mediante los resultados de las frecuencias de reactores y sus porcentajes,
obtenidos de los animales en produccién, se procedié a determinar la eficacia
vacunal, mediante los porcentajes (cuadro 3), en el grupo inmunizado con BCG se
presentd una eficacia vacunal de 37.11 %, mientras que los grupos inmunizados
con CFPE de M. bovis y M. vaccae obtuvieron resultados negativos del -48.55 % y

del -26.7 % respectivamente (cuadro 4).

Frecuencia de lesiones compatibles con TBb presentes en los

diferentes grupos de estudio

El nimero de individuos con lesiones fue mayor en los animales inmunizados con

M. vaccae con 23.07 %, mientras que los animales inmunizados con BCG tuvieron
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una menor frecuencia de lesiones con un 9.09 % y los inmunizados con CFPE de
M. bovis obtuvieron un 12.5 %. En el grupo control se observo un 12.75 % (cuadro
5). Al realizar la prueba de Chi’* no se encontré diferencia entre los grupos de
estudio (p > 0.05).

Eficacia vacunal obtenida mediante las frecuencias de animales con

lesiones compatibles con TBb a la necropsia

Con los porcentajes obtenidos a partir de las frecuencias de lesiones, se calculo la
eficacia vacunal. Encontrandose que la mas alta eficacia vacunal fue para la BCG
cepa Phipps con un 28.7 %. Le sigui6 el CFPE de M. bovis con 1.96% vy

finalmente M. vaccae obtuvo resultados negativos -80.94 % (cuadro 6).
Diseminacion de lesiones

Dentro de los resultados obtenidos a partir de los expedientes de necropsias, en
los 3 grupos de animales vacunados, se presentd una menor diseminacion de
lesiones, limitada Unicamente a linfoadenopatia granulomatosa en 5 casos,
distribuidos de la siguiente manera en los grupos de estudio: 1/11 animales
inmunizados con BCG cepa Phipps, 1/8 animales inmunizados con CFPE de M.
bovis y 3/13 animales inmunizados con M. vaccae. Mientras en los animales no
inmunizados hubo 25/196 casos distribuidos de la siguiente manera: 17 casos de
linfoadenopatia granulomatosa, 1 caso de mastitis cronica granulomatosa, 3 casos
de bronconeumonia cronica granulomatosa y 4 casos de tuberculosis miliar

generalizada (cuadro 7).
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Segunda parte del estudio: Seguimiento y evaluacion de la inmunidad, en
becerras inmunizadas con BCG cepa Phipps a diferentes dosis

Evaluacion de la respuesta inmune celular mediante la prueba de
IFN-y

Para determinar la capacidad de proliferacion y produccién de IFN-y en los grupos
en estudio, se estimuld a las células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
en presencia del mitdgeno fitolaca americana (pokeweed), con el objetivo de
conocer el estado inmunoldgico de los individuos y a su vez cémo fue madurando
el sistema inmune en cuanto a la produccion de IFN-y. Los resultados obtenidos a
lo largo de los muestreos mediante la prueba de Kruskal-Wallis (p > 0.05),
mostraron una tendencia similar en los 3 grupos de estudio (Fig. 3a).

En el caso de las muestras sin estimular, se comprobé que no hubiese
alguna produccion de IFN-y debida a otra fuente de iestlo, los resultados
también fueron homogéneos (p > 0.05), en los 3 grupos de estudio (Fig. 3b).

El estimulo de las PBMC con los antigenos: PPD aviar, PPD bovino y CFP-
10 en el muestreo del dia 0, la produccién de IFN-y no mostrd diferencia entre los
grupos de estudio (p > 0.05) (Fig. 4a).

A los 15 dias de haber inmunizado a las becerras, hubo un incremento en la
produccion de IFN-y para los anigenos PPD aviar y PPD bovino en los grupos
inmunizados, siendo significativo (p < 0.05) en el grupo 2 (dosis 1 X 10°). Mientras
qgue la produccion de IFN-y, usando el anfgeno CFP -10 se mantuvo homogénea
en los grupos de estudio (p > 0.05) (Fig. 4b).

En el muestreo del dia 30 se observa la mayor produccion de IFN-y en el
grupo 2 al estimular con los antigenos PPD bovino y PPD aviar (p < 0.05) (Fig.
4c).

Al muestreo del dia 60, el grupo 2 presenta una mayor produccion de IFN-y
significativa (p < 0.05). Un individuo del grupo 1 (vacunado con dosis 1 X 10%
presenta un valor elevado de produccién de IFN-y al estimular con el afgeno
CFP-10 (Fig. 4d).
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La produccion de IFN-y disminuye en los grupos 1y 2, acercandose al valor
del grupo 3 (control), al muestreo del dia 90, para los antigenos PPD aviar y PPD
bovino (p > 0.05) (Fig. 5a).

Se aprecia un ligero aumento en el grupo 2, al estimular con los antigenos
PPD aviar y PPD bovino a los 150 dias, que concuerda con la aplicacion previa de
tuberculina a los 82 dias (p < 0.05) (Fig. 5b).

En el ultimo muestreo, a los 210 dias, los valores de produccion de IFN-y en
los grupos de estudio son similares (p > 0.05), pero se observa un aumento al
estimular con el antigeno PPD aviar en todos los grupos. Es mas notable en el
grupo 2 (Fig. 5¢).

La prueba de Kruskal-Wallis se realiz0, en cada muestreo con la finalidad
de buscar diferencia entre los grupos, esta diferencia se encontr6 en los
muestreos de los dias 15, 30 y 150 para el antigeno PPD aviar y 15, 30, 60 y 150
para el PPD bovino (cuadro 8). Para encontrar entre que grupos de estudio se dio
esa diferencia, se realizo la prueba de Dunn, encontrdndose que las diferencias
sé6lo fueron entre el grupo 2 y el grupo 3 (cuadro 9).

Se obtuvieron las frecuencias del nimero de animales positivos a la prueba
de IFN-y, los resultados mostraron que pocos individuos de los grupos 1 (2
animales en el muestreo a los 30 dias) y 2 (5 animales en el muestreo a los 30
dias) resultaron positivos a la prueba, en comparacion con el grupo 3, mediante la
prueba de Chi? se encontré que los grupos fueron homogéneos (p > 0.05) (cuadro
11).

Se utilizé el antigeno CFP-10 para distinguir entre los animales positivos a
la prueba de IFN-y, si la produccion de esta citocina se debia a la vacunacion o a
infeccion de los animales por M. bovis, se encontré que un individuo del grupo 2
era positivo. Esto se confirmé posteriormente también con la prueba de
tuberculina. De igual manera, otro individuo del grupo 1, también resulto positivo a
este antigeno a los 60 dias y a la prueba de tuberculina; por altimo, dos individuos

del grupo control resultaron positivos a este antigeno a los 90 dias y uno de ellos
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fue positivo a la tuberculina, mostrando un mayor nimero de animales positivos en

el grupo no vacunado con el antigeno CFP-10 (cuadro 10).

Reactividad a la prueba de tuberculina

Las frecuencias del nimero de animales reactores a la prueba de tuberculina,
muestran que se presentd mayor reactividad en los individuos vacunados de los
grupos 1y 2 (2/11 y 3/11 respectivamente), en comparaciéon con el grupo 3 (0/12)
en la prueba de tuberculina realizada a los 90 dias; sin embargo, posteriormente la
reactividad fue disminuyendo en el muestreo de los 210 dias en los grupos 1y 2
(1/11 y 1/9). Aunque no se encontro diferencia (p > 0.05) (cuadro 11).

Evaluacion de la respuesta inmune humoral

Los valores de produccion de anticuerpos, contra los componentes del CFPE de
M. bovis y de M. avium, fueron similares en los 3 grupos de estudio (p > 0.05),
durante el muestreo del dia 0 (Fig. 6a).

Al dia 15, la produccién de anticuerpos contra el CFPE de M. bovis
aumentd en todos los grupos sin diferencia en alguno de ellos (p > 0.05) (Fig. 6b).

Esta tendencia de aumento de produccion de anticuerpos contra M. bovis
se prolongd hasta el dia 30 en los 3 grupos de estudio sin diferencia entre ellos (p
> 0.05) (Fig. 6c).

Posteriormente, en el muestreo del dia 60 en todos los grupos de estudio se
presentd una disminucion en los anticuerpos contra el CFPE de M. bovis (p >
0.05) (Fig. 6d).

Al dia 90 los grupos presentaron un ligero aumento similar en la produccién
de anticuerpos contra el CFPE de M. bovis (p > 0.05), posterior a la aplicacion de
la prueba de tuberculina (Fig. 7a).

Se presentd una disminucién paulatina de la produccién de anticuerpos
contra el CFPE de M. bovis, en los 3 grupos y un aumenté en la produccion de
anticuerpos contra el CFPE de M. avium al dia 150 (p > 0.05) (Fig. 7b).
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Esta tendencia de produccion de anticuerpos contra el CFPE de M. avium
continud hasta los 210 dias en todos los grupos de forma similar (p > 0.05) (Fig.
7c). No se encontré diferencia entre alguno de los grupos en estudio, en ninguno

de los muestreos realizados (p > 0.05).

Resultados de la prueba de PCR

Para la evaluacion de las muestras de exudado nasal de las becerras, se realizo
una prueba de PCR, con la finalidad de determinar si alguna becerra estaba
eliminando micobacterias por esta via, pero no se encontré evidencia de genoma
de micobacterias del complejo M. tuberculosis en los animales en estudio, en
ninguno de los muestreos realizados a los 0, 30, 60, 90, 150 y 210 dias. Las

frecuencias entre los grupos de estudio fueron iguales (p > 0.05) (cuadro 12).
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7. DISCUSION
Primera parte: estudio retrospectivo

La prevalencia de TBb, tanto en los animales del centro de recria y en produccion,
disminuye después de que inicia el programa de control con vacunacion, aunque
después hay un incremento en la prevalencia, que concuerda con la introduccién
de animales adquiridos de los estados de Jalisco, Guanajuato y del propio CAIT.

Este efecto de disminucion en la prevalencia puede estar también
influenciado por las diversas medidas sanitarias de control, realizadas como la
segregacion de reactores, esta medida se ha documentado por estudios en Etiopia
(Ameni et al., 2007) cuyos resultados mostraron una disminucion en la incidencia
de TBb de un 48 % a 1 % en un periodo de casi 2 afios, sin embargo la poblacion
disminuyo de 500 animales a solo 200 de ellos, lo cual en granjas de produccién
de leche es inaceptable y ademas que no siempre se cuenta con los reemplazos
suficientes. Otras medidas de prevencion como alimentar a las becerras con
calostro de animales negativos a la prueba de tuberculina y dar sustituto de leche
como alimento, asi como el establecimiento de tapetes sanitarios, han mostrado
gue la prevalencia a TBb es menor en granjas donde se implementan dichas
medidas sanitarias (Ameni et al., 2003).

Existe evidencia acerca del aumento en la prevalencia a TBb se debe a la
introduccién de casos por compra (Proafo-Perez et al.,, 2009; Tsegaye et al.,
2010; Probst et al., 2011), como ocurrié y se comprob6 mediante una investigacion
epidemioldgica en lugares de baja prevalencia en Inglaterra, donde debido a la
despoblacion para controlar otra enfermedad (fiebre aftosa), se adquirieron
cabezas para repoblar las lecherias, pero algunos de estos animales introdujeron
la TBb a los hatos (Gopal et al., 2006; Ramirez-Villaescusa et al., 2010).

Se debe considerar que entre mas avanzada es la edad de un animal, hay
mayor riesgo de exposicion a la enfermedad, asi como mayor posibilidad de
infeccion (Ameni et al., 2003; Cleveland et al., 2007; Humblet et al., 2009; Tsegaye

et al., 2010), estudios realizados en Ecuador por Proafio-Perez et al. (2009) en
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hatos lecheros, muestran que en vacas en lactacién, conforme aumenta su edad,
hay una mayor probabilidad de volverse reactor a la prueba de tuberculina
(Tsegaye et al., 2010). Siendo que para la ultima fecha de prueba los animales
vacunados estarian en un rango de edad entre 2.5 a 4.5 afios por lo que aumenta
la probabilidad de un mayor nimero de reactores en ellos, pues la vacunacién no
protege al 100 % (Milian et al., 2003).

En el presente estudio, se encontré diferencia numeérica (sin diferencia
estadistica con la prueba Chi®), entre la frecuencia de animales positivos a la
prueba de tuberculina y en la revision de expedientes de las necropsias, entre los
grupos vacunados con 3 diferentes inmunogenos y el grupo testigo.

Se observé un mayor porcentaje de reactores a la prueba de tuberculina,
para la vacuna de M. vaccae, relacionandose con lo reportado por Buddle et al.
(2003), en cuanto a la escasa o nula proteccion conferida por M. vaccae, debido a
que se observé una mayor frecuencia de lesiones a la necropsia, respecto al
grupo control, por lo tanto la vacunacion con M. vaccae no resulto ser eficiente.

Mientras que el grupo inoculado con el inmundgeno CFPE, mostré una
reactividad a la prueba de tuberculina y a la necropsia mas alta que la observada
en el grupo vacunado con la BCG cepa Phipps. Estos resultados concuerdan con
lo descrito, por Hope y Villareal-Ramos (2008), acerca de una menor proteccion
por parte del CFPE en comparacion con la BCG.

La eficacia vacunal reportada en el presente estudio, con la prueba de
tuberculina, en el centro de recria para los inmunégenos BCG y CFPE fue similar,
mientras que M. vaccae tuvo resultados negativos. En el hato en produccion la
BCG obtuvo la mejor eficacia vacunal, mientras que el CFPE y M. vaccae
obtuvieron resultados negativos. En cuanto a lesiones compatibles con TBb a la
necropsia, la eficacia vacunal fue mas alta con la BCG, el CFPE y M. vaccae
obtuvieron resultados pobres.

Es dificil comparar los resultados en la presente investigacion con los
estudios también realizados en campo, pues nuestros indicadores fueron la

reactividad a la prueba de tuberculina y los expedientes de lesiones compatibles
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con TBb a la necropsia, los cuales no son los mejores, pero eran los Unicos
disponibles durante el estudio retrospectivo; en cuanto a los casos de lesiones
compatibles a TBb, estudios realizados por Milian et al. (2000) en Querétaro
México, encontraron que de 1,201 canales revisadas en rastro, el 17 % mostro
lesiones compatibles con TBb y de estas el 95 % fue positiva a la histopatologia y
el 79 % al aislamiento bacteriol6gico, estas cifras nos dan pauta hasta cierto punto
de poder considerar los resultados observados a partir de los expedientes a la
necropsia para calcular la eficacia vacunal. Estudios realizados por Lopez-
Valencia et al. (2010) en Baja California México, (utilizaron 3 pruebas como un
caso positivo a TBb: IFN-y PPDB, IFN-y ESAT6/CFP10 y tuberculina) en los que
encontraron una eficacia vacunal del 59.4 % para la BCG cepa Tokio y por Ameni
et al. (2010) en Etiopia para la BCG cepa Danesa, donde la eficacia vacunal fue
del 56 % a la necropsia (con muestras para el cultivo de M. bovis a partir de
lesiones), estudios realizados por Aronson et al. (2004) (con diferentes pruebas
diagnosticas y mediante la historia clinica) en poblaciones de seres humanos en
los EE.UU., reportaron una eficacia vacunal del 52 % (para la BCG Pasteur, una
eficacia vacunal del 59% y para la BCG Phipps una eficacia vacunal del 44%) y
estudios de meta-analisis (donde analizaron estudios prospectivos y estudios de
casos y controles) llevados a cabo por Colditz et al.,, (1994) encuentran una
eficacia global del 50%. Asi pues, se observo una menor eficacia vacunal en el
presente estudio, aunque se deben considerar factores como los diferentes
pardmetros que pueden estar involucrados y que pudieron afectar la eficacia
vacunal. Como son: infeccion con M. bovis, la presencia de micobacterias
saprofitas, que pueden desviar o enmascarar una respuesta por linfocitos Thl
hacia una subpoblacion Th2, la cual es menos eficiente en contra de patdgenos
intracelulares (Hernandez et al., 2004), el tipo de cepa de BCG utilizada, pues las
distintas cepas difieren unas de otras en cuanto algunos antigenos presentes y la
preparacion de la vacuna (Fine et al., 1999).

Estudios epidemiolégicos en humanos sugieren que la escasa eficacia de la

vacuna BCG en algunos paises, puede ser debido al efecto inmunomodulador que
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manifiestan la exposicidn a las micobacterias ambientales, sin embargo este
mecanismo aun no es claro y ha sido poco estudiado. Para esto se han tratado de
probar la hipétesis de que la sensibilizacion con micobacterias ambientales por
ejemplo M. chelonae, que regulan la actividad de células CD4" y de células
citotoxicas. EI modelo en ratones (Balb/c) ha sido empleado para dar solides ha
este planteamiento. Han mostrado que en el raton sensibilizado y vacunado con la
BCG, se presenta un efecto inmunomodulador por la exposicion a micobacterias
ambientales. Esto sugiere la supresion funcional de las respuestas locales a la
BCG por linfocitos CD4" y células T reguladoras de individuos sensibilizados con
M. chelonae (Ho et al., 2010).

La informacion obtenida de los expedientes de necropsia muestra que
Gnicamente se presentd diseminacion de lesiones en los linfonodos, en los grupos
vacunados, siendo que en los no vacunados se presentd mayor diseminacion de
lesiones en diferentes érganos. Lo anterior coincide con lo observado por Wedlock
et al. (2007) en un estudio experimental donde compar6 el grado de proteccion
entre 2 cepas de BCG (Danesa y Pasteur), encontré que los grupos vacunados
mostraron una menor diseminacion de lesiones en linfonodos y pulmones,
mientras que en el grupo control se observé una mayor proporcién de animales

con diseminacion de lesiones tanto en pulmédn como en los linfonodos.

Segunda parte: estudio prospectivo

Al estimular la sangre colectada, con el mitdgeno pokeweed, se observo la
produccion de IFN-y de un modo homeégeo en los 3 grupos a lo largo del
estudio, mostrando posteriormente niveles similares a los vistos en adultos
(Barrington y Parish, 2004). Mientras que la produccion de IFN-y fue ninima y
homogénea en los 3 grupos de estudio al medir sin estimulo antigénico.

Una caracteristica del perfil inmunolégico de los animales vacunados con
BCG, es la produccién de altos niveles de IFN-y, por parte de los linfocitos de
sangre periférica estimulados con PPD bovino, entre 2-4 semanas posvacunacion
(Buddle et al., 2005; Weddlock et al., 2007; Buza et al.,, 2009). Un estudio
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realizado por Skinner et al. (2001), describe que en experimentos en campo con
grupos de animales vacunados con BCG cepa Pasteur, la mayor produccion de
IFN-y es durante la segunda semana posvacunaan, que correlaciona con una
buena proteccion contra la infeccidbn, mientras que si se presenta una cinética
donde la produccion de IFN-y se retrasa, hasta las 4 semanas y con una
produccion muy pequefia del mismo, los animales no estdn adecuadamente
protegidos. En el estudio realizado en esta tesis, se observé una produccion de
IFN-y discreta, pero en este estudio se utilizé a la BCG cepa Phipps.

En otros experimentos se ha observado que diferentes cepas de la BCG
presentan diferencia en la produccién de IFN-y en becerras, por ejemplo Weddlock
et al. (2007) y Hope et al. (2011), mostraron que las distintas cepas de BCG al ser
comparadas entre si, tienen diferencias en cuanto a la produccién de IFN-y, con
una mayor produccion al utilizar la cepa Pasteur y una menor produccion de esta
citocina con la cepa Danesa, la cual alcanza su maximo valor de produccion a las
6 semanas de haber vacunado, resultado observado también en un estudio
realizado por Milian-Suazo et al., (2011) en vaquillas en Querétaro México, en el
cual se observa una produccién mayor de esta citocina a los 30 dias al utilizar la
BCG cepa Phipps, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este estudio,
mientras que un estudios de seguimiento realizado por Anderson et al. (2012) en
Uganda en nifios vacunados con diferentes cepas de BCG (Dinamarca, Rusia y
Bulgaria) también mostraron diferencia en la produccion de IFN-y, presentandose
una mayor produccién con la cepa Dinamarca.

En los resultados obtenidos en el presente estudio en cuanto a la
produccion de IFN-y, al estimular a los 15 das con el PPD aviar, se observo una
mayor produccion con éste, que con el PPD bovino, lo cual podria sugerir una
exposicidbn a micobacterias no tuberculosas; es posible que la exposicion a
micobacterias del complejo M. avium aumentara la produccion de IFN-y al
estimular con el PPD aviar en las PBMC de los grupos vacunados, Thom et al.
(2008), mostré que la exposicion a M. avium tiene influencia sobre la respuesta a
IFN-y en animales vacunados con BCG.
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Respecto a la prueba de tuberculina, se encontré una menor reactividad en
los animales vacunados en comparacioén con otros estudios, solo 22.72% a los 3
meses posvacunacion; mientras que a los 7 meses posvacunacion se observo que
un 10% fueron reactores a esta prueba. En el estudio de Ameni et al. (2010) de los
individuos vacunados, el 92.3 % de ellos se hizo reactor a la prueba de tuberculina
a las 6 semanas después de su vacunacion. Mientras que Whelan et al. (2011)
encontraron que becerras vacunadas con BCG cepa Danesa, a los 6 meses
posvacunacion, tenian una reactividad a la tuberculina en el 80 % de sus
individuos vacunados, y a los 9 meses esta disminuyo hasta un 8 %. Del mismo
modo se observo en el presente estudio, que la reactividad a la prueba de
tuberculina fue disminuyendo en los animales vacunados.

En relacion a la poca reactividad observada en este estudio, un factor
importante puede ser el hecho de que se ha encontrado que las proteinas MPB70
y MPB83 son de gran importancia para el diagndstico con las prueba de IFN-y y la
prueba de tuberculina (Wiker, 2009). MPB70 y MPB83 son proteinas sumamente
estables y estan presentes en los filtrados de cultivo de M. bovis y son de las
pocas proteinas que puede encontrarse en el PPD bovino sin estar alteradas
(Palmer et al., 2006). Es probable que se observaran pocos reactores en la prueba
de tuberculina, debido a que la BCG cepa Phipps produce minima expresion de
las proteinas MPB70 y MPB83 debido a una mutacién en el factor sigma K (Sigk o
Rv0445c), en esta cepa a diferencia de otras cepas mas reactivas a la prueba de
tuberculina como por ejemplo la cepa Tokio. Estudios realizados por Charlet et al.
(2005), mediante pruebas de inmunoblot, no encontraron a MPB70 en los filtrados
de cultivo de la BCG cepa Phipps. De estos resultados obtenidos en el presente
estudio, se puede concluir que hay una menor reactividad a la prueba de
tuberculina, en los animales vacunados con la cepa Phipps en comparacion con
otras cepas de BCG.

Por otro lado, la sensibilidad y especificidad de la prueba de tuberculina se
puede ver afectada por la sensibilizacion con micobacterias no tuberculosas

(Cooney et al., 1997), algo que pudo ocurrir en el presente estudio debido a lo
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observado en cuanto a la produccion de IFN-y al estimular con el PPD aviar
aunque en nuestros resultados no se encontraron medidas altas al PPD aviar en la
prueba de tuberculina, solo en los animales infectados.

Con respecto a la respuesta inmune humoral, las cinéticas de anticuerpos
mostraron un incremento a los 15 dias posteriores a la vacunacion con BCG,
contra el CFPE de M. bovis, en todos los grupos de estudio considerando al grupo
control, sin una diferencia estadistica entre ellos, lo cual denota la homogeneidad
en el fenomeno. Este comportamiento, nos puede hacer pensar en la infeccion de
las becerras con M. bovis al momento de nacer, estudios realizados por Waters et
al. (2006), utilizando un modelo de infeccion por aerosoles mostraron la presencia
de una respuesta serologica a los antigenos MPB83, MPB70, ESAT-6 y CFP-10 a
las 4 semanas posinfeccion, (el cual concordaria en tiempo con el muestreo de los
15 dias si los animales se hubiesen infectado al nacimiento). En los resultados
obtenidos en el estudio, a pesar del aumento en las cinéticas de anticuerpos
contra el CFPE de M. bovis, no se encontré una respuesta a IFN-y, en el grupo 3
(control) que también tuvo una respuesta de anticuerpos y no fue vacunado.

En caso de que nuestros animales estuviesen infectados esperariamos
encontrar una cinética de anticuerpos similar a la observada en los animales
infectados del estudio de Palmer et al. (2006), pero la cinética presente en
nuestros animales es similar a la de sus controles (no infectados). Estimulando
con el antigeno recombinante CFP-10, no observamos un efecto de incremento en
la produccién de IFN-y entre los muestreos de 0-30 dias, solamente se observo en
2 becerras que se consideraron infectadas y que ademdas resultaron
posteriormente positivas a la prueba de tuberculina.

En cuanto a la sensibilizacion con micobacterias ambientales, Buddle et al.
(2002) reportaron que animales expuestos a micobacterias ambientales, al
nacimiento muestran anticuerpos al PPD aviar dentro de las primeras 6 semanas,
en el presente estudio se observo un ligero incremento en los anticuerpos contra
el CFPE de M. avium. Un estudio realizado por Waters et al. (2010), encontré que

los animales infectados con M. bovis tiene una respuesta mas fuerte a anticuerpos
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de la clase IgG hasta las 12 semanas posinfeccion. En su estudio disefiaron 3
escenarios al infectar becerros con M. bovis, M. tuberculosis y M. kansassi. Con
respecto a los resultados obtenidos en el estudio, la cinética de anticuerpos
observada es similar a la presentada por Waters et al. (2010) en el tercer
escenario de sensibilizacion con M. kansassi que induce una respuesta de
anticuerpos que va desapareciendo con el tiempo y sin embargo, se presenta un
incremento en la produccién de anticuerpos cuando hay una reexposicion a
antigenos micobacterianos como es el caso del PPD bovino utilizado en la prueba
de tuberculina o por las micobacterias ambientales.

En el presente estudio en todos nuestros grupos se observé un aumento de
los anticuerpos contra el CFPE de M. bovis a los 15 dias posvacunacion. Por lo
tanto, existe la posibilidad de sensibilizaciébn con micobacterias ambientales.

Finalmente durante el seguimiento realizado con la prueba PCR para
detectar el gen que codifica a MPB70 en los animales de estudio, no se encontrd
la presencia de ADN del gen que codifica a esta proteina, ni siquiera en los
animales reactores a las pruebas de tuberculina e IFN-y, lo que nos lleva a la
conclusién de que son animales infectados pero que aun no esta presente en ellos
la enfermedad o en todo caso si hubo eliminacion intermitente de bacilos no fue
detectado por la PCR debido a esa causa. Los animales en etapas tempranas de
infeccion diseminan la micobacteria, pero esta eliminaciéon puede ser de forma
intermitente (Romero et al., 2006).

Considerando los resultados obtenidos en este estudio y llegando a la
conclusion del posible uso de la vacuna BCG para el control de la TBb, se deben
tomar en cuenta, los analisis de costo-beneficio y costo-efectividad, en los cuales
se comparan las consecuencias negativas (costos) y las positivas (beneficios
econdémicos y de salud) de los posibles programas alternativos, ademas de
plantear pruebas diagnosticas precisas que permitan distinguir animales
vacunados de infectados mediante antigenos especificos, de cepas de campo de
M. bovis como son ESAT-6 y CFP-10. Se debe de continuar investigando con

mayor profundidad y sobre todo con mucho cuidado, haciendo el seguimiento de
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los animales a la necropsia y con otras pruebas de diagnostico, ya sea midiendo
otros perfiles de citocinas u otros indicadores de proteccion, que nos guien hacia
conclusiones objetivas y sustentadas, pues entre un modelo murino o un modelo
bovino bajo condiciones controladas, a un modelo bovino bajo condiciones
naturales y de desafio, en un hato con alta prevalencia en donde estan presentes
una gran cantidad de variables, siempre habra una diferencia de resultados entre

los distintos escenarios descritos.
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8. CONCLUSIONES

e Se encontr0 que hubo una disminucién en la prevalencia, mediante un
programa de control que incluyo a la vacunacion y otras medidas de
bioseguridad.

¢ Elinmundgeno con la mejor eficacia vacunal fue la BCG cepa Phipps.

e La eficacia vacunal con la BCG cepa Phipps fue menor a la observada en
otros estudios realizados bajo condiciones de campo.

e Se presentd un menor grado de diseminacién de lesiones en los individuos
vacunados que en los no vacunados.

e Se encontré unicamente diferencia en la produccion de IFN-y entre el grupo
vacunado con la BCG cepa Phipps dosis 10° UFC y el grupo control, con
una produccion moderada de dicha citocina en los animales vacunados.

e Lareactividad a la prueba de tuberculina fue moderada en comparacion con
otros estudios y disminuyo conforme paso el tiempo en los individuos
vacunados con la BCG cepa Phipps.

e Se encontré una produccion homogénea de anticuerpos entre los distintos
grupos de estudio, debida posiblemente a una sensibilizacion con
micobacterias no tuberculosas.

¢ No se encontr6é que algun animal eliminara a M. bovis via nasal por la PCR.
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10. ANEXOS

Cuadro 1. Frecuencias de reactores a la prueba de tuberculina de los grupos

inmunizados alojados en el centro de recria. CAIT Hgo. México

Prueba BCG CFPE M. vaccae Controles Totales
+ total + total + total + total + total
1 2 37 2 47 7 37 | 3 70 14 191
2 1 84 1 70 2 5 | 1 24 | 5 233
Totales 3 121t 3 117t 9 92t | 4 94t | 19 424+t
Proporciones 0.0247 0.0256 0.0978 0.0425 0.0448
Porcentajes 247 4 256 , 9.78 425 4 4.48

t Cabe aclarar que el numero de los totales es la suma de dos pruebas independientes, pero

individuos vacunados no reactores pueden estar tanto en la primera como en la segunda prueba.

2P os subindices iguales son homogéneos con la prueba Chi® (p > 0.05).
Fechas de pruebas 1: 31/07/2006; 2: 28/05/2007

Cuadro 2. Porcentaje de la eficacia vacunal de 3 diferentes inmundégenos

utilizados para el control de la TBb en el centro de recria. CAIT Hgo. México

Grupo TANV TAV EV %
No vacunado 425 | - | -
BCG Phipps | ---—--- 2.47 41.9

CFPE | - 2.56 39.7
M.vaccae | @ --—---- 9.78 -130.1

EV= Eficacia vacunal

TANV= Tasa de ataque en no vacunados

TAV= Tasa de ataque en vacunados
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Cuadro 3. Frecuencias de reactores a las pruebas de tuberculina realizadas en el
hato en fase de produccién, desglosadas por muestreo y por grupo inmunizado.
CAIT Hgo. México

Prueba BCG CFPE M. vaccae Controles Totales
+ total | + total + total + total + total

1 0 0|0 710 6|5 72 |5 85

2 0 410 30 | 0 26 | 3 90 | 3 150

3 1 34 |5 43 | 4 26 | 12 109 | 22 212

4 3 47 | 14 49 | 7 38 | 18 94 | 42 228

5 2 48 | 9 42 | 4 33 |7 98 | 22 221

6 2 43 | 3 32 | 6 32 |5 75 | 16 182

7 5 37| 2 26 | 2 26 | 9 70 | 18 159

Totales 13 213t | 33 229t | 23 187t | 59 608t | 128 1237t
Proporciones 0.0610 0.1441 0.1229 0.0970 0.1034

Porcentajes 6.1 14.41 12.29 9.7 .b 10.34

+ Cabe aclarar que el numero de los totales es la suma de 7 pruebas independientes, pero los
individuos vacunados no reactores pueden estar en varias pruebas. * ®Los subindices iguales son
homogéneos con la prueba Chi’ (p > 0.05).

Fechas de pruebas: 1: 06/03/2007; 2: 31/07/2007; 3: 22/01/2008; 4: 09/06/2008; 5: 11/11/2008;
6: 31/03/2009; 7: 30/08/2009.

Cuadro 4. Eficacia vacunal de 3 diferentes inmundgenos, calculada con resultados
de la prueba de tuberculina de bovinos en produccion de un hato lechero de alta
prevalencia. CAIT Hgo. México

Grupo TANV TAV EV %
No vacunado N e
BCG Phipps | ------ 6.1 37.11

CFPE | - 14.41 -48.55

M. vaccae |  ------ 12.29 -26.7

EV= Eficacia vacunal
TANV= Tasa de ataque en no vacunados

TAV= Tasa de ataque en vacunados
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Cuadro 5. Frecuencias obtenidas mediante los expedientes de necropsias, de
animales con lesiones compatibles a TBb por grupo inmunizado. CAIT Hgo.

México
Grupos BCG CFPE M. vaccae Controles
+ total | + total | + total | + total
Frecuencias | 1 11| 1 8 |3 13 | 25 196
Proporciones 0.0909 0.1250 0.2307 0.1275
Porcentajes 9.09 125 23.07 4 12.75 ,

2P| os subindices iguales son homogéneos con la prueba Chi” (p > 0.05).

Cuadro 6. Porcentajes de eficacia vacunal determinada mediante los resultados de
las frecuencias de animales con lesiones compatibles a TBb a partir de los

registros de necropsias. CAIT Hgo. México

Grupo TANV TAV EV %
No vacunado 1275 | - | -
BCG phipps | = ----- 9.09 28.7

CFPE | - 12.5 1.96

M. vaccae |  ------ 23.07 -80.94

EV= Eficacia vacunal
TANV= Tasa de ataque en no vacunados

TAV= Tasa de ataque en vacunados

Cuadro 7. Frecuencias en los grados de diseminacién de la enfermedad presentes

dentro de los grupos de estudio

Grupos Grados de lesién
1 2 3 4
Vacunados 5 0 0 0
No vacunados 17 1 3 4

1 = Linfoadenopatia granulomatosa. 2 = Mastitis crénica granulomatosa.

3 = Bronconeumonia granulomatosa. 4 = Tuberculosis miliar generalizada.
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Cuadro 8. Pruebas Kruskal-Wallis que fueron significativas en los diferentes

antigenos y muestreos

Antigeno PPD PPD CFP-10
avium bovis
Muestreo
0 NS NS NS
15 p<0.05* | p<0.05* NS
30 p<0.05* | p<0.05* NS
60 NS p<0.05* NS
90 NS NS NS
150 p<0.05* | p<0.05* NS
210 NS NS NS

* Fueron significativas. NS= No fueron significativas (p > 0.05).

Cuadro 9. Resultados de la prueba de Dunn

Antigeno Avium Bovis
Muestreo al dia Control 10" 10° | Control 10" 10°
15

30

60

150

La continuidad en la linea muestra que hubo igualdad estadistica entre grupos con la prueba de

Dunn, los grupos en donde no hay continuidad son diferentes.

Cuadro 10. Frecuencias de becerras positivas a la prueba de IFN-y y significancias

de la prueba Chi? de homogeneidad

Muestreo al dia Dosis 10° Dosis 10° Control Chi®
PPDB CFP-10 Total PPDB CFP-10 Total PPDB CFP-10 Total

0 0 0 12 | O 1 12 | O 0 12 NS
15 0 0 12 | 2 0 12 | O 0 12 NS
30 2 0 11 | 5 1 12 | 1 0 12 NS
60 1 1 11| 2 0 11 (1 0 12 NS
90 1 0 11 | O 0 10 | 2 2 12 NS
150 0 0 11 | O 0 10 | O 0 12 NS
210 0 0 11 | O 0 9 |1 1 12 NS

NS= No fueron significativos (p > 0.05).
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Cuadro 11. Frecuencias de animales reactores a la prueba de tuberculina por
grupos vacunados

Prueba. Control 10" 10°
+ Total | + Total | + Total
3 meses posvacunacion | 0, 12 | 2, 11 | 3, 11
7 meses posvacunacion | 1, 12 | 1, 11 |1, 9
? Los subindices iguales son homogéneos con la prueba Chi” (p > 0.05).
Cuadro 12. Resultados de las frecuencias de animales a la prueba PCR
Muestreo 0 30 60 90 150 210
Grupo + Total | + Total | + Total | + Total | + Total | + Total
10° 0, 12 | 0, 11 [0, 1[0, 11 [ 0, 11 [ 0, 11
10° 0, 12 | 0, 12 [0, 1[0, 10 [0, 10 [0, 9
Control 0, 12 | 0, 12 | 0, 12 | 0, 12 | 04 12 | 0, 12
? Los subindices iguales son homogéneos con la prueba Chi” (p > 0.05).
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Figura 1. Comportamiento de la prevalencia a TBb en el centro de recria CAIT
Hgo. México en un periodo de 2005-2008
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Figura 2. Comportamiento de la prevalencia a TBb en el hato en produccion CAIT,
Hgo. México en un periodo del afio 2000 — 2009

Porcentajes de prevalencia de TBb.

40 +
35 4
30 ~
25 4
% 20 -
15 -
10 -

5 -

0 -

S ¢ & & & & & & & & & & & &
YU U U U N
FF ¢ ¢ ¢© ¢ ¢ @
» S N O\
A N N G

Fecha de realizacion de la prueba de tuberculina.

» Introduccion de los animales vacunados al hato en produccion

¥ Introduccién de ganado por compra fechas: 17-09-2005, 04-02-2006, 07-12-
2007, 10-11-2008, y 16-07- 2009

95



Figuras 3a y 3b. Cinéticas de produccion de la citocina IFN-y medida en D.O.
expresada como valor promedio y desviacion estandar, del mitdgeno (pokeweed) y

del control sin estimulo en los 3 diferentes grupos
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Muestreo 0 dias

a)

c)

Figuras 4a, 4b, 4c y 4d. Graficas de caja de las cinéticas de produccién de IFN-y,

medidas en D.O. como valor de la mediana, en los muestreos 0, 15, 30 y 60 dias

respectivamente, en 3 grupos de becerras

con 3 diferentes antigenos
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Antigeno Antigeno
PPD Grupo 1 | pPo Grupo 1
aviar awiar
v o b o |
bowino bowino
CFPm[:H [CFPa Uﬁ: I
Grupo 2
- O p * | pro Srupo 2
awiar awviar
bowino * bowino *
CFP1D #I—{ I CFF"IU[:H—|
Grupo 3
PFD )EI-_{ P lppo Grupo 3
aviar awiar
bowino O Mediana bowino o Mediana
CFP10 H:—{ C25%-75% lerpio [=2s%-75%
—T_Min-Max T Min-Max

*p < 0.05 con la prueba de Dunn.
Grupo 1: Vacunado con dosis 1X10%.
Grupo 2: Vacunado con dosis 1X10°.

Grupo 3: Control.
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Figuras 5a, 5b y 5c. Graficas de caja de las cinéticas de produccion de IFN-y

medida como valor de la mediana en D.O., de los muestreos 90, 150 y 210 dias

respectivamente, en los 3 grupos de becerras, estimulando con 3 diferentes

antigenos
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*p < 0.05 con la prueba de Dunn.

Grupo 1: Vacunado con dosis 1X10%.

Grupo 2: Vacunado con dosis 1X10°.

Grupo 3: Control.
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Figura 6a, 6b, 6¢c y 6d. Graficas de caja de las cinéticas de produccién de

anticuerpos mediante la prueba de ELISA expresadas como el valor de la

mediana, en D.O. de los muestreos 0, 15, 30 y 60 dias respectivamente, en 3

grupos de becerras, utilizando 2 diferentes antigenos
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Grupo 1: Vacunado con dosis 1X10*.

Grupo 2: Vacunado con dosis 1X10°.
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Muestreo 90 dias

Figura 7a, 7b y 7c. Graficas de caja de las cinéticas de produccion de anticuerpos

mediante la prueba de ELISA expresadas como el valor de la mediana, en D.O. de

los muestreos 90, 150 y 210 dias respectivamente, en 3 grupos de becerras

utilizando 2 diferentes antigenos
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Grupo 1: Vacunado con dosis 1X10%.

Grupo 2: Vacunado con dosis 1X10°.

Grupo 3: Control.
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Reactivos y soluciones utilizadas en las pruebas de laboratorio
Prueba de ELISA

Solucion de pegado: Buffer de Carbonatos 0.06 M pH 9.6

Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 3.8gr/I

Carbonato de sodio (Na2CO3) 1.93gr/I

Agua destilada 1l

Solucion de lavado: Buffer Fosfatos (PBS) 0.01 M pH 7.4 con NaCl y 0.1 % de
Tween 20

Fosfato disodico hidrogenado (Na2HPO4) 1.1gr/|

Fosfato sddico dihidrogenado (NaH2PO4) 0.32gr/I

Cloruro de sodio (NaCl) 8.5gr/I

Tween 20 0.5ml/l

Agua destilada 1l

Solucion bloqueadora: 1.5% de leche descremada en PBS y 0.1% de Tween 20
Fosfato disodico hidrogenado (Na2HPO4) 1.1gr/l

Fosfato sédico dihidrogenado (NaH2PO4) 0.32gr/I

Cloruro de sodio (NaCl) 8.5gr/|

Tween 20 0.5ml/l

Leche descremada en polvo 1.5 gr/100ml

Agua destilada 1l

Solucion de revelado: Buffer citratos pH 4.5

Acido citrico (C6H807) 4.6 gr/l

Citrato trisédico (Na3C6H507) 7.4 gr/l

Agua destilada 1l

Agregar al momento de su empleo: ortofenildiamina 4ug/10ml y agua oxigenada
(H20,) al 3%, 4ul/10ml
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Prueba de IFN-y

PPD bovino: 3,250 Ul/ml

PPD aviar: 5,000 Ul/ml

Control positivo bovino: del IFN-y contiene 0.01 % p/v thimerosal

Control negativo bovino: del IFN-y contiene 0.01 % p/v thimerosal

Diluyente verde: diluyente para plasma contiene 0.01 % p/v thimerosal

Bufer de lavado: concentracion 20 X contiene 0.01 % p/v thimerosal

Conjugado: concentracion 100 X Horseradish peroxidase labeled antibovine IFN-y
contiene 0.01 % p/v thimerosal

Diluyente azul: diluyente para el conjugado concentracion 5 X, 0.05 % p/v
thimerosal

Bufer enzima-sustrato: H,O,

Cromoégeno: soluciébn en concentracion 100 X contiene Tetrametil bencidina
(TMB) en DMSO

Solucién de paro: H,S0O40.5 M

Extraccion de ADN

TE 10X: 100 mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA

Solucion de lisozima: disolver 10 mg de lisozima en 1 ml de agua destilada

SDS al 10%: disolver 10 g de SDS en 100 ml de agua destilada

Proteinasa K: disolver 10 mg en 1 ml de agua destilada

NaCl 5M: disolver 29.2 g de NaCl en 100 ml de agua destilada

CTAB (N-Cetyl-N,N,N,-trimethyl ammonium bromide)/NaCl: disolver 4.1 g de NaCl
en 80 ml de agua destilada y adicionar 10 g de CTAB
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