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RESUMEN 

     La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad infectocontagiosa causada por 

Mycobacterium bovis (M. bovis) que provoca grandes pérdidas económicas al sector 

pecuario, además de representar un problema de salud pública. Por ello, es necesario 

encontrar medidas efectivas para el control de la enfermedad. La inmunización de bovinos 

con el bacilo Calmette-Guérin (BCG), especialmente neonatos, induce protección contra M. 

bovis y se ha propuesto como una estrategia de control de la TBb. El objetivo del presente 

trabajo fue evaluar la respuesta inmune de bovinos neonatos vacunados con BCG cepa 

Phipps (1 x 106 unidades formadoras de colonias), una cepa poco estudiada tanto en 

humanos como en bovinos, en un hato de alta prevalencia de TBb y analizar la utilidad de 

diferentes pruebas diagnósticas de TBb en condiciones naturales de campo. Las becerras 

fueron monitoreadas durante 220 días y se evaluó la respuesta inmune celular y humoral, 

así como las subpoblaciones de células T, la activación celular y el patrón de citocinas 

inducido por la vacuna. Para la detección de la infección, se utilizaron los antígenos 

purificados ESAT-6 y CFP-10 en el ensayo de IFN-γ in vitro, para diferenciar animales 

vacunados de infectados y la PCR simple y anidada del gen MPB70, específico de los 

miembros del complejo M. tuberculosis. Se observaron incrementos en la producción de 

IFN-γ in vitro, en los porcentajes de células T CD8+ y en los niveles de activación de las 

células T CD4+ y CD8+, 21-30 días post-vacunación. Sin embargo, ningún animal, 

vacunado o no vacunado, fue positivo a las pruebas de la tuberculina cervical comparativa 

(PTCC) aplicadas. La vacuna no indujo incrementos en los niveles de anticuerpos y en la 

expresión de IL-4 e IL-10. El diagnóstico realizado mediante la producción de IFN-γ 

inducida por ESAT-6 y CFP-10 y las pruebas de PCR del gen MPB70 fue confuso. Por lo 

tanto, se puede concluir que la vacuna BCG Phipps indujo una respuesta dirigida hacia el 

tipo Th1. Además, la vacunación no interfirió en la PTCC como lo reportado, lo que 

representa importantes implicaciones, ya que la vacuna se podría utilizar en las campañas 

de control de la TBb. Los antígenos ESAT-6 y CFP-10 y las pruebas de PCR del gen 

MPB70 no resultaron útiles par el diagnóstico de la TBb, ya que no identificaron con 

certeza animales infectados con M. bovis. Más estudios en condiciones naturales de campo 

son necesarios para evaluar la protección conferida por la vacuna y la confiabilidad de las 

pruebas diagnósticas utilizadas para detectar la TBb.  
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ABSTRACT 

     Bovine tuberculosis (bTB) is an infectious and contagious disease caused by 

Mycobacterium bovis (M. bovis), which produces great economic losses in animal 

husbandry and represents also an important public health problem. It is therefore necessary 

to find effective measures for the control of the disease. Immunization of cattle with 

bacillus Calmette-Guérin (BCG), especially neonates, induces protection against M. bovis 

and has been proposed as a strategy for bTB control. The aim of this study was to evaluate 

the immune response of neonate bovines vaccinated with BCG Phipps (1 x 106 colony 

forming units), a strain slightly studied both in human and bovine, in a bTB high-

prevalence herd and to analyze the utility of different bTB diagnostic tests in natural field 

conditions. Calves were monitored for 220 days and the cellular and humoral immune 

responses, as well as T cell subpopulations, T cell activation and cytokine pattern induced 

by the vaccine were evaluated. For detecting the infection, the purified antigens ESAT-6 

and CFP-10 were used in the in vitro IFN-γ assay, to differentiate vaccinated from infected 

animals. In addition, simple and nested PCR using the MPB70 gene, which is specific for 

M. tuberculosis complex members, were performed. Increases in the in vitro IFN-γ 

production, the percentages of CD8+ T and the activation levels of CD4+ y CD8+ T cells 

were observed, 21 to 30 days post-vaccination. However, no positive animal, vaccinated or 

unvaccinated, was detected in the comparative cervical tuberculin tests (CCTT) applied. 

The vaccine did not induce increases in the antibody levels and in the IL-4 and IL-10 

expression. The diagnostic made by ESAT-6 and CFP-10-induced IFN-γ production and 

PCR tests using the MPB70 gene was confusing. Therefore, it can be concluded that BCG 

Phipps induced an immune response biased towards a Th1-type. In addition, vaccination 

did not interfere with CCTT as reported, which represents important implications, as the 

vaccine could be applied in bTB control campaigns. The ESAT-6 and CFP-10 antigens and 

the PCR tests using the MPB70 gene were not found useful for bTB diagnostic, as they 

didn’t clearly identify M. bovis-infected animals. More studies are needed in natural field 

conditions to assess the protection conferred by the vaccine and the reliability of the 

diagnostic tests used to detect bTB.  
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades de la tuberculosis 

     La tuberculosis (TB) representa una enfermedad infectocontagiosa crónica, causada por 

bacterias del complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), que se caracteriza 

por la formación de granulomas típicamente en los pulmones (Apt y Kondratieva, 2008). 

La enfermedad se transmite esencialmente por inhalación de bacilos en el aire, eliminados 

en la tos de individuos infectados. La TB es más común en hombres que en mujeres y 

afecta principalmente a adultos económicamente productivos (WHO, 2011). 

     A pesar de la disponibilidad de tratamientos altamente eficaces, la TB sigue siendo un 

importante problema de salud mundial. En 1993, la Organización Mundial de la Salud 

(OMS) declaró la enfermedad como emergencia mundial de salud pública, con un estimado 

de 7-8 millones de casos y 1.3-1.6 millones de muertes por año. En 2010, se estimaba entre 

8.5-9.2 millones de casos y 1.2-1.5 millones de muertes, incluyendo las muertes de 

personas co-infectadas con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Por lo tanto, la 

TB representa la segunda causa de muerte a nivel mundial por enfermedad infecciosa, 

después del VIH (WHO, 2011). 

     La OMS estima que un tercio de la población mundial está infectada de forma latente 

por M. tuberculosis y que 5-10 % de los individuos infectados desarrollarán una TB activa 

durante su vida. La epidemia actual es sostenida y alimentada por dos factores principales: 

el VIH y el incremento de cepas resistentes de M. tuberculosis hacia medicamentos anti-

tuberculosos de primera línea, dos factores globales difícilmente controlables (Dye et al., 

1999; Wells et al., 2007). 

1.2 La tuberculosis humana en México  

     México cuenta con un Programa Nacional contra la TB humana que sigue los criterios 

recomendados por la OMS, el cual emplea la vacunación de los recién nacidos con el bacilo 

Calmette-Guérin (BCG), la detección de casos por baciloscopia y ciclos cortos y rápidos de 

terapias multi-farmacéuticos (Secretaria de Salud, 1995).  

     De acuerdo con la información del Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica y 

Control de Enfermedades, en el país se registran cada año cerca de 15 mil casos nuevos de 
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TB pulmonar y cerca de 2 mil defunciones por esta causa (CENAVECE, 2007). En 2010, 

se registraron 18 884 casos nuevos de TB en todas sus formas clínicas, lo que refleja una 

disminución de 33 % respecto al año 1997. Del total de los casos notificados, 81.6 % 

correspondieron a la forma pulmonar, 5.7 % ganglionar, 1.6 % meníngea y 11.1 % a otras 

formas. La mitad de los casos no presentaron ninguna enfermedad concomitante, no 

obstante, las más frecuentemente son el diabete (20 %), VIH (6 %) y pediatría (5 %). En 

2009, se registraron 1872 defunciones por TB pulmonar, lo que refleja una disminución 

importante (49 %) respecto al año de 1997 (CENAVECE, 2011). 

     La TB pulmonar presenta patrones de concentración bien definidos en los diferentes 

estados, con incidencias elevadas principalmente en occidente y Golfo de México e 

incidencias menores en los estados del centro. Cabe señalar que Baja California, Guerrero y 

Tamaulipas duplican la incidencia nacional y junto con Veracruz, Chiapas, Nuevo León, 

Jalisco, Sinaloa, Nayarit, Guerrero, Sonora, Oaxaca y Chihuahua concentran 70 % de los 

casos identificados en el país. La incidencia entre los estados varía desde 2.9 por 100 mil 

habitantes en el Estado de México a 37.7 en Baja California, reflejando diferencias 

importantes en el riesgo de enfermarse (Secretaria de Salud, 2008). 

1.3 Generalidades de la tuberculosis bovina  

     La tuberculosis bovina (TBb) representa una enfermedad infecciosa causada por 

Mycobacterium bovis (M. bovis) que afecta principalmente al ganado bovino, huésped 

natural de la bacteria (Phillips et al., 2003). Por lo general, la enfermedad se caracteriza por 

la formación de lesiones granulomatosas en pulmones y nódulos linfáticos asociados al 

tracto respiratorio (Neill et al., 1988a). Por eso, se considera que la infección se transmite 

por vía área, mediante partículas de aerosoles conteniendo M. bovis (Neill et al., 2001). 

     El curso de la enfermedad es crónico y los síntomas varían según la distribución de las 

lesiones en el animal. En muchos casos, faltan síntomas característicos, incluso en las fases 

avanzadas de la enfermedad, cuando están afectados muchos órganos. Si están presentes, 

los signos clínicos se pueden manifestar por una tos, cambios de temperatura, disnea y otros 

síntomas de neumonía de menor intensidad, mostrando evidencias de una disfunción 

pulmonar. En casos avanzados, los nódulos linfáticos de la cabeza y del cuello son a 

menudo visiblemente dilatados y pueden obstruir las vías respiratorias, el tracto alimentario 
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o los vasos sanguíneos. En las fases terminales de la TBb, puede ocurrir una insuficiencia 

respiratoria aguda (OIE, 2009).   

     La infección de bovinos por M. bovis representa un modelo animal único, aplicable a la 

TB humana (Waters et al., 2003a). M. tuberculosis y M. bovis comparten más de 99 % de 

identidad genética, provocan un cuadro clínico similar y ambas inducen una inmunidad 

mediada por células (IMC) en el huésped. El modelo de infección con M. bovis en bovino 

ofrece oportunidades para mejorar la comprensión de la inmunopatogénesis de la TB. 

Conceptos actuales han sido derivados de estudios en TBb. Actualmente, tres herramientas 

esenciales, desarrolladas en ganado se utilizan para el control de la TB humana y bovina; la 

vacunación con BCG, la tuberculina como prueba de diagnóstico in vivo y el ensayo de 

interferón-gamma (IFN-γ) como biomarcador in vitro de la infección (Pollock y Neill, 

2002; Dharmadhikari y Nardell, 2008; Waters et al., 2011). Además, debido a la 

importancia para la comunidad veterinaria de eliminar la TBb, los estudios de vacunación 

con BCG en campo permiten ampliar la comprensión de la inmunología de las vacunas y 

pueden mejorar el conocimiento de la eficacia vacunal en niños recién nacidos, ya que al 

igual que los becerros, son inmunocompetentes al nacer y desarrollan una inmunidad 

protectora post-vacunación (Hewinson et al., 2003). Por lo tanto, el modelo de TBb 

representa una herramienta valiosa y representativa de la TB humana y las asociaciones 

entre investigadores del campo humano y animal proporcionan beneficios mutuos.  

1.4 Salud pública e impacto económico 

Existen 3 razones principales para la erradicación de la TBb: 

a) el riesgo de infección de la población humana, 

b) las pérdidas en la productividad de los animales infectados, 

c) las restricciones comerciales impuestas por otros países (Cousins, 2001). 

1.4.1 Zoonosis  

     La TBb se establece como una zoonosis importante en los años 1900, ya que la 

población humana puede infectarse con M. bovis por contacto directo con animales 

infectados y/o por el consumo de leche no pasteurizada y sus derivados. Antes de la 

implementación de programas de erradicación, se demostró una relación directa entre la 
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frecuencia de la TB pulmonar en humanos y la prevalencia de la TBb (Griffith, 1937; 

Hedvall, 1942). La vacunación de los recién nacidos con BCG, el control y/o erradicación 

de la enfermedad en el ganado y particularmente la pasteurización de la leche redujo 

drásticamente la incidencia de infección por M. bovis (Cousins, 2001). Actualmente, la 

correlación directa entre las infecciones por M. bovis en bovino y la población humana no 

está bien conocida, sin embargo, el peligro es mayor en los países en desarrollo, donde la 

vigilancia y las actividades de control son poco eficientes (De la Rua-Domenech, 2006). 

Por ejemplo en México, de los 7 mil millones de litros de leche que se producen, 28 % no 

se pasteuriza y se consume o se transforma en derivados lácteos, implicando un alto riesgo 

para la salud pública (NOM, 1995).  

     En la mayoría de los países, especialmente aquellos en desarrollo, existen datos 

incompletos y dispersos respecto a la importancia relativa de la infección por M. bovis en 

humano, debido a la escasez de laboratorios capaces de aislar e identificar la especie, ya 

que el diagnóstico se hace hasta el género y no hasta la especie involucrada (Abalos y 

Retamal, 2004). En las últimas dos décadas, la infección humana con M. bovis ha sido 

responsable de una pequeña proporción (0.5-7.2 %) de TB en los países industrializados 

(De la Rua-Domenech, 2006). Por el contrario, en los países en desarrollo, la infección por 

M. bovis representa probablemente una amenaza importante para la salud pública y algunos 

autores han especulado que la bacteria podría ser responsable de 10-15 % de los 7-10 

millones de nuevos casos de TB humana (Cosivi et al., 1998; Ashford et al., 2001; Ayele et 

al., 2004).  

1.4.2 Economía y producción      

     Hay más de 50 millones de animales infectados por M. bovis en el mundo, causando 

pérdidas económicas de aproximadamente 3 mil millones de dólares por año (Steele, 1995). 

En México, las perdidas económicas debida a la TBb se encuentran alrededor de 450 

millones de dólares por año (NOM, 1995). La enfermedad se ha detectado en prácticamente 

todos los países del mundo, con importantes variaciones en su control según el nivel de 

desarrollo de los mismos. En países en desarrollo, la TBb se caracteriza por tener un patrón 

endémico, cuya prevalencia es variable según áreas geográficas y tipos de producción. 

Entre los países desarrollados, los programas de control han tenido resultados variables y en 

algunos casos, las incidencias vuelven a elevarse debido a la presencia de reservorios 
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silvestres de la infección y movimientos de ganado portador no detectado oportunamente 

(Gallagher y Clifton-Hadley, 2000; Menzies y Neill, 2000; Gortazar et al., 2003).  

     En bovinos, la enfermedad genera una disminución en la productividad y se ha reportado 

que además de las pérdidas por muertes de los animales, la TBb disminuye la producción 

de leche en un 17 %, reduce la ganancia de peso y la tasa de conversión alimenticia en un 

15 %, la fertilidad en un 6 % y causa el decomiso de canales en rastros. Asimismo, la TBb 

genera limitaciones en el comercio internacional de productos pecuarios, trayendo como 

consecuencias el deprecio de los productos, descontrol en el mercado interno y disminución 

de los precios (WHO, 1994).   

1.4.3 Campaña contra la tuberculosis bovina 

     En América Latina, la mayoría de los países emprendieron iniciativas para el control de 

la TBb, sin embargo, se estima que 24 % de la población bovina no se encuentra bajo 

ningún sistema de control (Gil y Samartino, 2000). En general, las prevalencias más altas se 

encuentran en los rebaños lecheros, siendo el tipo de ganado más importante en la 

transmisión de M. bovis al ser humano. El riesgo representado por el ganado de carne, por 

sus sistemas productivos particulares, es mucho menor, tanto para la manutención de la 

infección como para su transmisión a las personas (Abalos y Retamal, 2004). En México, 

se han reportado prevalencias del 16-19 % en ganado lechero (Milián et al., 2000; 

Enríquez-Cruz et al., 2010; SENASICA, 2011). 

     El control de la TBb está basado en la prueba diagnóstica de la tuberculina y la 

eliminación de los animales positivos (Morrison et al., 2000). En México, se lleva a cabo 

una campaña para el control y la erradicación de la enfermedad. De acuerdo con la Norma 

Oficial Mexicana, los animales positivos a la prueba de la tuberculina deben ser 

sacrificados (NOM, 1995), causando pérdidas económicas importantes en hatos lecheros de 

altas prevalencias, ya que no existe un programa de compensación financiera (López-

Valencia et al., 2010). Esta estrategia permitió eliminar de algunos países la infección en la 

población bovina, sin embargo, no ha tenido un éxito general. Numerosas investigaciones 

han mostrado que existen reservorios en la fauna silvestre (tejón, jabalí y zarigüeya) de 

algunos países, que pueden actuar como foco de infección del bovino y representar un 

riesgo para el humano (Corner, 2006). En América Latina, no existen antecedentes que 
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sugieran un escenario parecido, probablemente debido a las tasas mayores de infección que 

aún prevalecen en bovinos, enmascarando focos de TB asociados a la transmisión desde la 

fauna silvestre (Abalos y Retamal, 2004). 

     Los fracasos en el control de la enfermedad se explican principalmente por fallas en el 

diagnóstico, la existencia de fuentes incontrolables de infección o el manejo de los animales 

infectados, lo cuales permanecen en los predios o son comercializados en otros planteles 

productivos (Morris et al., 1994). No obstante, los esfuerzos realizados en la Campaña 

Nacional contra la TBb han logrado que 83.11 % del territorio nacional (Fig. 1) se 

encuentre en fase de erradicación (SENASICA, 2011). Estudios han demostrados que la 

inmunización de bovinos con BCG induce protección contra M. bovis y la vacunación del 

ganado se ha propuesto como una alternativa para el control de la TBb (Buddle et al., 

1995a, b, 1999; Vordermeier et al., 2001a, 2002). 

 
Figura 1. Situación actual de la tuberculosis bovina en México (NOM, 1995). 

 

1.5 Características de las micobacterias patógenas  

1.5.1 Género y especies  

     Las bacterias del género Mycobacterium pertenecen al orden de los actinomicetos (Tabla 

1). Sus miembros poseen excepcionalmente un alto contenido (61-71%) de guanina + 

citosina en su ADN genómico, además de un alto contenido de lípidos en su pared celular. 

Otros géneros relacionados (Corynebacterium, Gordona, Tsukamurella, Nocardia, 

Rhodococcus y Dietzia) presentan una estructura de la pared celular similar y una cierta 

similitud fenotípica (Palomino et al., 2007).  
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     El complejo M. tuberculosis incluye 7 especies estrechamente relacionadas (Tabla 1), las 

cuales son patógenos obligatorios que causan la TB. Algunos miembros infectan 

exclusivamente al humano (M. tuberculosis, M. africanum, M. canetti), mientras que otros 

son especies adaptadas a animales como bovinos (M. bovis), cabras (M. caprae), roedores 

(M. microti) o focas (M. pinnipedii). Las micobacterias del complejo M. tuberculosis 

comparten 99.9 % de similitud a nivel de nucleótidos (Boddinghaus et al., 1990; Sreevatsan 

et al., 1997). Sin embargo, difieren ampliamente en términos de huéspedes, fenotipos y 

patogenicidad. El genoma de M. tuberculosis muestra menos de 0.05 % de diferencia con el 

de M. bovis (Brosch et al., 2002; Garnier et al., 2003). 

Tabla 1. Linaje de los agents de TB (Palomino et al., 2007) 

Reino Bacteria 

Filo Actinobacteria 

Clase Actinobacteria 

Subclase Actinobacteridae 

Orden Actinomycetales 

Suborden Corynebacterineae 

Familia Mycobacteriaceae 

Genero Mycobacterium 

Especies M. tuberculosis 

 

M. bovis 

 

M. africanum 

 

M. microti 

 

M. canetti 

 

M. caprae 

  M. pinnipedii 

 

1.5.2 La envoltura micobacteriana  

     Las micobacterias se caracterizan por tener una envoltura celular de estructura única, la 

cual causa una marcada resistencia al sistema inmune del huésped y a los antibióticos 

(Kolattukudy et al., 1997). La resistencia a sustancias antimicrobianas se atribuye a su alto 

contenido en lípidos únicos, los cuales causan una baja permeabilidad y una alta 

hidrofobicidad (Brennan y Nikaido, 1995). La patogenicidad y la supervivencia de las 

micobacterias en diferentes ambientes se han atribuido a la variación de los componentes 

estructurales de la pared celular (Guenin-Macé et al., 2009).  
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     La envoltura de M. tuberculosis representa una organización molecular compleja, 

constituida por una estructura similar a una cápsula, una pared celular y una membrana 

plasmática (Brennan, 1989). La capa externa de la envoltura, similar a una cápsula, sirve de 

protección contra múltiples factores externos y tiene una interacción directa con el sistema 

inmune (Warwick et al., 1994). Además, esa estructura contiene el factor cuerda (trehalosa 

6,6-dimicolato), que consiste en un residuo trehalosa y un disacárido de glucosa, unidos a 

ácidos micólicos (Fig. 2). Es abundante en las micobacterias patógenas y recibe ese nombre 

debido a que en cultivos, las bacterias forman agregados semejantes a cordones. 

Dependiendo de las especies y cepas, las moléculas de la cápsula varían en sus 

características y composición (Brennan, 1989, 2003; Wolinsky, 1990; Besra et al., 1994). 

     La pared micobacteriana se localiza por debajo de la cápsula, posee un elevado 

contenido en lípidos (50-60%), los cuales representan una barrera efectiva frente a muchos 

agentes antimicrobianos convencionales (Brennan, 1989; Draper, 1998). Está constituida 

por el complejo macromolecular ácidos micólicos arabinogalactano-peptidoglucano (Crick 

et al., 2001; Brennan, 2003). Los ácidos micólicos son ácidos grasos complejos de gran 

importancia taxonómica para las micobacterias y bacterias de géneros relacionados 

(Nocardia y Corynebacterium) y se les atribuye el carácter hidrofóbico de la envoltura 

(Steck et al., 1978). 

     La membrana celular tiene las características biológicas y bioquímicas de cualquier 

membrana, aunque en las micobacterias, los derivados de fosfolípidos se caracterizan por 

estar altamente glicosilados, dando lugar a moléculas como el lipoarabinomanano (LAM), 

que tienen un papel fundamental en la patogénesis de la TB (Brennan, 1989). Además del 

LAM, otros lípidos únicos anclan de forma no covalente la membrana celular y tienen un 

papel importante en la virulencia (Meena y Rajni, 2010). 



9 

 

 

Figura 2. Estructura de la pared celular de las micobacterias (Brennan y Crick, 2007). 

1.5.3 Micobacteriología 

     Dependiendo de las condiciones de crecimiento y del tiempo de cultivo, los bacilos 

pueden variar en tamaño y forma, desde cocobacilos cortos a bacilos largos. Los bacilos 

miden 3-5 µm de longitud y 0.2-0.6 µm de ancho, son inmóviles y no esporulados. A 

diferencia de las bacterias Gram negativas, las micobacterias no poseen una membrana 

adicional en la capa externa de la pared celular y son estructuralmente más relacionadas con 

bacterias Gram positivas, sin embargo, no pertenecen a ese grupo, ya que las moléculas de 

su pared son lípidos y no proteínas o polisacáridos. Estos lípidos (ácidos micólicos) les 

confieren la propiedad de resistir a la decoloración con alcohol-ácido, después de la tinción 

con colorantes básicos como el carbol fucsina (Fig. 3).  

     El bacilo tuberculoso puede crecer en medios de cultivos agregándoles glicerol como 

fuente de carbono, iones amonio y asparagina como fuente de nitrógeno y 

micronutrimentos. M. tuberculosis es capaz de metabolizar el glicerol en piruvato, a 
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diferencia de M. bovis, ya que no todos los genes requeridos para la formación de piruvato 

son funcionales. Por lo tanto, su crecimiento es mejorado con piruvato. La albumina 

promueve el crecimiento, uniéndose a elementos tóxicos presentes en el medio. Otros 

componentes pueden utilizarse, como el Tween 80, que dispersa los bacilos en medios 

líquidos. La biotina y la catalasa han sido incorporadas en medios Middlebrook para 

estimular la reactivación de los bacilos (Wayne, 1982). En condiciones favorables, M. 

tuberculosis se divide cada 12-24 horas, representando un tiempo de generación lento en 

comparación con la mayoría de las bacterias (15 minutos a 1 hora). El crecimiento lento se 

debe parcialmente a la impermeabilidad de la pared celular, la cual limita la absorción de 

nutrimentos y explica la evolución crónica de la enfermedad.  

     El alto grado de conservación de secuencia entre los miembros del complejo M. 

tuberculosis hace compleja la diferenciación de las especies. Los aislados de M. bovis son 

resistentes a la pirazinamida, a diferencia de la mayoría de las cepas de M. tuberculosis. M. 

bovis es sensible a la hidracida del ácido tiofeno-2-carboxílico a diferencia de M. 

tuberculosis (Palomino et al., 2007). Todas las micobacterias producen niacina, no 

obstante, M. tuberculosis acumula grandes cantidades de niacina por su incapacidad de 

procesarla (Kasarov, 1972). La catalasa-peroxidasa termolábil representa un marcador del 

complejo M. tuberculosis. Finalmente, a diferencia de M. bovis, M. tuberculosis reduce el 

nitrato, que conduce a la acumulación de nitrito (Palomino et al., 2007). 

 

Figura 3. Tinción  Ziehl-Neelsen de Mycobacterium bovis 1000x (Quevillon, 2012). 



11 

 

1.6 Patogénesis de la tuberculosis bovina 

     La mayoría de la información actualmente disponible sobre la patogénesis de la TBb ha 

sido derivada de bovinos infectados experimentalmente con M. bovis, lo cual tiene la 

ventaja del uso del hospedero natural de M. bovis (Kaufmann, 2003). Existe mucho interés 

en comprender los procesos que ocurren durante los cambios patológicos y la respuesta 

inmune hacia M. bovis. Para la comprensión completa de la TBb, es necesario disponer de 

información sobre aspectos tales como fuentes, rutas y dosis de infección, excreción del 

patógeno, patología y latencia (Neill et al., 1994a).  

1.6.1 Fuentes y rutas de infección 

     La existencia de la TB se ha reportado en muchos mamíferos, incluyendo animales 

ungulados, primates y una gran variedad de especies exóticas (Lepper y Corner, 1983; 

Thoen et al, 1984; Pritchard, 1988). Estos animales representan fuentes potenciales de 

infección para el ganado, además de pastos contaminados, agua y fómites donde M. bovis 

puede sobrevivir (Mitscherlich y Marth, 1984). Los países que no han tenido éxito en 

erradicar la TBb han frecuentemente identificado fuentes de infección asociadas a la fauna 

local. Sin embargo, se ha reportado que la TB está normalmente ausente de la fauna 

silvestre, excepto cuando han existido contactos previos con el ganado y/o el hombre (Neill 

et al., 1994a). Por lo tanto, el bovino tuberculoso representa la fuente mayor de infección de 

la población bovina (Mcllroy et al, 1986; Neill et al, 1989). Las condiciones bajo las cuales 

los bovinos transmiten la infección son poco conocidas, pero dependen probablemente de la 

generación de aerosoles, del numero de bacilos excretados, de la densidad y el manejo de 

los rebaños (Pollock et al., 2006). 

     Existen varias vías por las cuales el ganado se puede infectar con M. bovis. La edad, el 

medio ambiente, el clima y el manejo de los animales son factores que pueden tener una 

influencia significativa. En casos de campo, la distribución de las lesiones muestra la 

participación predominante del tracto respiratorio y nódulos linfáticos asociados (Pritchard, 

1988; Crews, 1991; Corner, 1994; Neill et al., 1994a, Whipple et al., 1996). Por lo tanto, la 

inhalación de M. bovis representa la ruta más probable de infección en bovinos. Además, 

modelos experimentales implicando desafío nasal o traqueal apoyan la efectividad de la 

ruta aerógena para la transmisión entre bovinos (Neill et al., 1988b; Buddle et al., 1994; 
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Cassidy, 1998; Cassidy et al., 1998, 1999a). La ingestión de M. bovis directamente de 

animales infectados, pastos contaminados, agua o fomites es considerada como una fuente 

de infección secundaria (Menzies y Neill, 2000). Las infecciones congenitas y la 

transmisión vertical a becerros, al igual que infecciones por ubre no son comunes en 

regiones con programas de erradicación intensivos. En casos extremadamente raros, la 

transmisión genital puede ocurrir (Neill et al., 1994a). Interesantemente, las investigaciones 

patológicas del tracto respiratorio superior han revelado la participación de las amígdalas 

dentro de los patrones clásicos de la enfermedad (Guarda et al., 1995; Cassidy et al., 1998, 

1999b), indicando que el proceso preciso por el cual el ganado se infecta no es 

completamente entendido (Pollock y Neill, 2002). 

1.6.2 Dosis mínima de infección  

     Las dosis de M. bovis con las cuales el ganado está expuesto en el campo son 

desconocidas, pero probablemente muy variables y repetidas. Existe una gran variación de 

dosis mínima infecciosa reportada en bovino, debido a diferencias en las especies de 

bovino, cepas bacterianas y vías de inoculación utilizadas. La dosis mínima de infección es 

altamente dependiente de la ruta de infección (Palmer y Waters, 2006). Por ejemplo, una 

revisión de estudios realizada por Francis (1947) reveló que dosis de 106-107 unidades 

formadoras de colonias (UFC) eran requeridas para infectar el ganado por vía oral, mientras 

que tan solo 1-5 bacilos eran necesarios por vía aerógena. Estudios efectuados por Griffin y 

Dolan (1995), mostraron que 4 x 105 bacilos eran requeridos para una infección vía 

respiratoria y 1000 veces más por vía oral. Un modelo matemático de excreción de M. 

bovis sugiere que 1 solo bacilo es suficiente para provocar la infección vía aerosol (Neill et 

al., 1991), mientras que otro estudio demostró que solo 5000 UFC administrados en el 

alimento eran necesarios (Palmer et al., 2004). Estudios recientes han demostrado que 1 

UFC (6-10 bacilos) es suficiente para inducir una enfermedad similar a la producida en 

bovinos infectados naturalmente, con una patología equivalente a la observada en animales 

que recibieron dosis de hasta 1000 UFC (Dean et al., 2005; Johnson et al., 2007). Por lo 

tanto, dosis muy bajas de bacilos, transmitidas por aerosol, son capaces de provocar la TBb. 
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1.6.3 Excreción de M. bovis  

    La excreción de M. bovis en leche, orina o heces es considerada como insignificante en 

TBb (Hardie y Watson, 1992; Morris et al., 1994), mientras que la excreción por el tracto 

respiratorio y la inhalación de gotas por vía aerógena es reconocida como la vía principal 

de transmisión (Neill et al., 1994a). Evidencias de la excreción se han demostrado en 

estudios de campo, donde más de 20 % del ganado tuberculoso tenía la bacteria en fosas 

nasales (Rempt, 1954; De Kantor y Roswurm, 1978; McIlroy et al., 1986; Neill et al., 

1988a). De igual forma, en otro estudio se demostró que 50 % del ganado positivo a la 

prueba de la tuberculina poseían M. bovis en moco nasal o tejidos respiratorios tales como 

la mucosa nasal, cornetes o amígdalas (Cassidy et al., 1999a). Sin embargo, la ausencia de 

M. bovis en secreciones nasales no significa que el ganado no está excretando (Pollock y 

Neill, 2002). Estudios experimentales demostraron que después de un cierto periodo post-

inoculación (80-100 días), se puede aislar la micobacteria consecutivamente de las 

secreciones nasales durante un tiempo (10-60 días), antes de que la excreción se vuelva 

intermitente, con tiempos que varían de 6 a 25 semanas entre cada excreción. El periodo 

inicial en el cual no se detecta M. bovis refleja posiblemente cambios fenotípicos en el 

organismo y/o interacciones con el huésped. Este periodo de adaptación parece ser 

inversamente relacionado con la dosis de infección (Neill et al., 1988a; 1989; 1991).                

     Stamp (1948) postuló que la gran mayoría de bovinos infectados excretan bacilos 

directamente de los pulmones. Gallagher (1980) declaró que el ganado infectado, con 

lesiones en los nódulos linfáticos del tracto respiratorio no excretaban organismos sin la 

presencia de lesiones pulmonares concomitantes. Por lo tanto, muchos investigadores han 

categorizado la TBb como abierta o cerrada (Neill et al., 1994a). Los casos abiertos son 

aquellos que las lesiones, principalmente en el pulmón, permiten la excreción de M. bovis, 

mientras que los casos cerrados no promueven la excreción. No obstante, otros 

investigadores comentaron que es imposible categorizar la TBb como abierta o cerrada, ya 

que en muchos casos no se detectan lesiones pulmonares macroscópicas sino lesiones 

pequeñas, detectables después de un examen meticuloso (Palmer y Waters, 2006). La 

realización de exámenes meticulosos ha revelado que 73 % de los bovinos con lesiones en 

los nódulos linfáticos tenían lesiones pulmonares. En 63 % de los casos, solamente una 

lesión pulmonar estaba presente y 70 % de estas lesiones eran menores a 1 cm de diámetro. 
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Por lo tanto, los autores concluyeron que todo el ganado con lesiones en nódulos linfáticos 

debería ser considerado como capaz de excretar M. bovis (Mcllroy et al., 1986). 

     Finalmente, se ha reportado el aislamiento de M. bovis en secreciones respiratorias de 

animales infectados experimentalmente, sin lesiones macroscópicas, negativos a la prueba 

de la tuberculina, pero positivos en ensayos in vitro (Neill et al., 1992) y se demostró que 

hasta 10 % del ganado sin lesiones visibles puede ser positivo por cultivo (Corner, 1994). 

La existencia de bovino infectado, que no responde a la prueba de la tuberculina tradicional 

tiene implicaciones obvias para los programas de control y erradicación y cuestiona nuestra 

comprensión de las etapas iniciales de la enfermedad (Neill et al., 1994a). 

1.6.4 Patología 

     Una lesión primaria se establece tras la interacción del huésped con el patógeno. Esta 

lesión, junto con la lesión del nódulo linfático cercano, se denomina complejo primario. El 

centro de la lesión está constituido por células epiteloides y gigantes tipo Langhan, 

derivadas de macrófagos, rodeadas de una zona de linfocitos, células plasmáticas y 

monocitos. Con la progresión de la lesión, se desarrolla una zona de fibroblastos, que rodea 

la lesión mediante la síntesis de colágeno, además de una región de necrosis caseosa central 

con mineralización. Macroscópicamente, el granuloma es por lo general un nódulo firme de 

color blanco o amarillento, con un centro necrótico caseoso amarillento. La calcificación en 

zonas de necrosis caseosas es común (Francis, 1947, 1958; Stamp, 1959; Dungworth, 1985) 

y la licuefacción y cavitación del granuloma han sido descrito en casos avanzados de TBb 

(Medlar, 1940). En bovinos, las lesiones del complejo primario se pueden curar por 

completo, progresar o persistir de manera latente (Fig. 4). La ruta de infección y la 

respuesta inmune del animal, junto con la virulencia del microorganismo determinan la 

manifestación de la enfermedad (Neill et al., 1994a).     

     Las lesiones primarias pueden ser únicas o múltiples, afectar a los pulmones izquierdo o 

derecho y ser uni- o bi-laterales y ocurren principalmente en el tercio distal de los lóbulos 

caudales. En general, las lesiones se encuentran en asociación con los focos pulmonares 

primarios, en nódulos linfáticos bronquiales y/o mediastinales, con las glándulas linfáticas 

drenando directamente la zona pulmonar inicialmente afectada (Medlar, 1940; Stamp, 

1948; Mcllroy et al, 1986). Con la progresión de la infección, los focos iniciales pueden 
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unirse para formar áreas más grandes de bronconeumonía caseosa y la difusión 

intrapulmonar puede ocurrir por las vías respiratorias o por diseminación hematógena, 

causando nuevas lesiones. Además, la diseminación hematógena desde los pulmones puede 

generar metástasis en órganos como hígado, riñones, ubre y meninges (Neill et al., 1994a). 

1.6.5 Latencia  

     El concepto de infección latente es bien establecido en TB humana. Clínicamente, la 

latencia se define como la persistencia de una lesión tuberculosa sin progresión, provocada 

por la respuesta inmunitaria del huésped, conteniendo micobacterias viables que no se 

reproducen, en un individuo sin síntomas (Wayne y Hayes, 1996; Parrish et al., 1998; 

Orme, 2001; Gómez y McKinney, 2004). Se ha estimado que un tercio de la población 

humana mundial tiene este tipo de infección (Murray, 1999). Los individuos afectados no 

demuestran signos clínicos, no transmiten la enfermedad y muestran una prueba de la 

tuberculina positiva o evidencias de lesiones pulmonares antiguas en el examen 

radiológico. Tales sujetos son considerados fundamentales en la propagación de la TB, por 

reactivación de la infección, que sea por vejez o por inmunosupresión (Cassidy, 2006).  

     Las micobacterias del complejo M. tuberculosis pueden entrar en un estado de latencia 

bajo condiciones in vitro, a diferencia de las no pertenecientes al complejo M. tuberculosis 

(Wayne y Sohaskey, 2001). Se ha demostrado que tanto M. tuberculosis como M. bovis 

BCG pueden entrar en latencia in vitro y se cree que M. bovis virulenta también 

(Cunningham y Spreadbury, 1998). En humanos, M. tuberculosis y M. bovis pueden dar 

lugar a una forma latente de TB, que se puede reactivar décadas después (Fritsche et al., 

2004). Se cree que la cavitación es la condición que induce un estado metabólicamente y 

morfológicamente de latencia in vivo. Se han reportado granulomas caseosos que conducen 

a la cavitación en bovinos, sin embargo, no se ha demostrado que las bacterias entran en un 

verdadero estado de latencia (van Rhijn et al., 2008). 

     Es confuso si la latencia y la reactivación ocurren en TBb, sin embargo, se ha sugerido 

que estos procesos también existen en la población bovina (Pollock y Neill, 2002). A partir 

del análisis del tamaño y distribución de las lesiones, Francis (1947) afirmó que la 

exacerbación de la enfermedad podría ocurrir después de periodos de inactividad. Existe 

información más reciente que apoya el concepto de latencia. Por ejemplo, se ha demostrado 
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la existencia de bovinos positivos a la prueba de la tuberculina o IFN-γ sin lesiones (Neill et 

al., 1994a; Monaghan et al., 1997a) o bovinos positivos al cultivo bacteriológico sin 

lesiones (Whipple et al., 1996; Cassidy et al., 1999b) o animales positivos a IFN-γ y 

negativos a la prueba de la tuberculina, que subsecuentemente se convierten en positivos, 

con lesiones al sacrificio (Monaghan et al., 1997b). Similarmente, durante el programa de 

erradicación de la TBb en Australia, animales previamente no detectados fueron 

identificados como positivos años después en algunos rebaños (Cousins et al., 1998). No 

obstante, es desconocido si estas manifestaciones representan latencia y reactivación de la 

enfermedad en estos animales. Por la tanto, la existencia de dichos animales, de manera 

análoga a la enfermedad en humano, genera dificultades importantes para la erradicación de 

la TBb, a través de su capacidad de perpetuar la infección en el caso de reactivación. 

Fig. 4. Diagrama mostrando las consecuencias más probables derivadas de la exposición 

del ganado a M. bovis. Cuando dos eventos son posibles, la flecha más gruesa representa 

(arbitrariamente) la vía considerada más común. PM POS/NEG indica positivo o negativo a 

la evaluación post-mortem y análisis de laboratorio (Pollock y Neill, 2002). 

1.7 Inmunología de la tuberculosis  

     Durante la última década, se ha conocido mucho sobre los mecanismos de la respuesta 

inmune hacia M. tuberculosis. El primer paso es el reconocimiento de la micobacteria como 

patógeno invasor, seguido por la activación de la respuesta innata y la iniciación 

subsecuente de la respuesta adaptativa (Kleinnijenhuis et al., 2011). 
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1.7.1 Reconocimiento de la micobacteria por el sistema inmune 

     Después de la inhalación de aerosoles infectados con bacilos tuberculosos, los 

macrófagos residentes, principales células hospederas para su crecimiento intracelular, 

fagocitan la bacteria, a través de estructuras microbianas específicas llamadas patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMPs). La pared celular representa la primera 

estructura en tener contacto y en ser reconocida por el sistema inmune (Pollock et al., 2006; 

Kleinnijenhuis et al., 2011) y se han identificado varios PAMPs en M. tuberculosis, 

incluyendo LAM, lipoproteínas y factores solubles (Means et al., 1999a,b). El 

reconocimiento de los PAMPs se realiza a través de moléculas denominadas receptores de 

reconocimiento de patrones (PRRs), expresados principalmente en las células inmunitarias, 

en sus membranas celulares e intracelulares (Akira et al., 2001). Después del 

reconocimiento de la micobacteria, cascadas de señalización intracelulares son activadas, 

que conducen a la activación del factor de transcripción NF-κB y a la producción de 

quimiocinas y citocinas pro- y anti-inflamatorias (Fig 5). La señalización inducida depende 

principalmente del tipo de PRRs implicado en el reconocimiento del patógeno 

(Kleinnijenhuis et al., 2011). Un gran número de PRRs son críticos en el reconocimiento y 

la fagocitosis de las micobacterias, como los receptores del complemento (CR), de manosa 

(MR), específicos de células dendríticas (DC-SIGN), de la proteína del surfactante A y D, 

basurero clase A, de lectina de unión a manosa, tipo Toll (TLRs), con dominio de 

oligomerización de nucleótido 2 (NOD2) y posiblemente de dectina-1 (Ernst, 1998; 

Ferguson y Schlesinger, 2000; Koppel et al., 2005; Berrington y Hawn, 2007). En 

humanos, los receptores más importantes para el reconocimiento de M. tuberculosis son el 

MR y CR3 en macrófagos (Schlesinger, 1993; Kang et al., 2005) y DC-SIGN en  células 

dendríticas (Tailleux et al., 2003).  

     Se ha reportado que el CR y el receptor basurero clase A están principalmente 

implicados en la fagocitosis de M. tuberculosis y que la entrada de la bacteria por estos 

receptores es silenciosa, es decir que no desencadena los mecanismos microbicidas de los 

fagocitos. Otros receptores (TLRs, NOD2, MR, DC-SIGN, dectina-1) se asocian más al 

reconocimiento inmunológico. La activación a través de los TLRs, NOD2 y dectina-1 inicia 

esencialmente una respuesta pro-inflamatoria, mientras que la señalización a través de MR 
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o DC-SIGN tiene principalmente una respuesta anti-inflamatoria o función de modulación 

(Korbel et al., 2008; Kleinnijenhuis et al., 2011). 

     Los TLR representan una familia constituida de 12 miembros en mamíferos, que se 

expresan en membranas celulares y de vesículas endocíticas, principalmente de macrófagos 

y células dendríticas (Kleinnijenhuis et al., 2011). Aunque la interacción de los PAMPs de 

M. tuberculosis con los TLRs conduce a la fagocitosis, la interacción en sí no provoca la 

ingestión inmediata de la micobacteria, sino señales que inducen la transcripción de genes 

involucrados en las defensas innatas del huésped, principalmente la producción de óxido 

nítrico y citocinas pro-inflamatorias como TNF-α, IL-1β e IL-12 (Akira, 2003). Los TLRs 

involucrados en el reconocimiento de M. tuberculosis son TLR2, TLR4, TLR9 y 

posiblemente TLR8 (Means et al., 1999b; 2001; Tapping y Tobias, 2003; Bafica et al., 

2005; Bulut et al., 2005; Davila et al., 2008). El TLR2 forma heterodímeros con ambos 

TLR1 o TLR6 y reconoce glicolípidos, glicoproteínas y lipoproteínas de la pared celular 

micobacteriana (Jones et al., 2001; Means et al., 2001; Thoma-Uszynski et al., 2001). Se 

cree que TLR2 es importante en las defensas innatas del huésped, a través de la producción 

de TNF-α, IL-1β e IL-12 (Underhill et al., 1999; Bafica et al., 2005; Pompei et al., 2007; 

Kleinnijenhuis et al., 2009). El TLR4 es activado por la proteína de choque térmico 60/65 

(Ohashi et al., 2000; Bulut et al., 2005), secretada por varias especies de micobacterias y 

estaría implicado en la producción de TNF-α (Means et al., 1999b, 2001). Las funciones de 

TLR8 y de TLR9 no están bien definidas durante la infección con M. tuberculosis. Se han 

sugerido funciones redundantes de los TLRs en la defensa del huésped contra las 

micobacterias (Kleinnijenhuis et al., 2011) y a pesar del papel fundamental en el 

reconocimiento de M. tuberculosis, la función de cada TLR es solamente parcialmente 

comprendida (Berrington y Hawn, 2007).  

1.7.2 Respuesta inmune innata  

     El reconocimiento de micobacterias patógenas por macrófagos residentes inicia la 

respuesta innata, que consiste en la activación celular y la secreción de citocinas pro-

inflamatorias como IL-1β, IL-6 y TNF-α y quimiocinas (Law et al., 1996; Tsao et al., 1999; 

Kleinnijenhuis et al., 2011). El TNF-α controla la infección disminuyendo la carga 

bacteriana y es importante en la formación del granuloma (Kindler et al., 1989; Flynn et al., 
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1995), mientras que IL-1β e IL-6 se asocian a la producción temprana de IFN-γ y a la 

resistencia de ratones a M. tuberculosis (Ladel et al., 1997; Juffermans et al., 2000; 

Saunders et al., 2000). Las citocinas IL-12 e IL-18 son producidas por macrófagos 

reclutados y activados y actúan en sinergia, induciendo la citotoxicidad de las células 

asesinas naturales (NK), además de la producción de IFN-γ en células NK y T, dirigiendo 

la respuesta inmune hacia el tipo Th1. El IFN-γ activa a los macrófagos, promoviendo la 

destrucción bacteriana mediante sustancias microbicidas y citocinas (Trinchieri, 1997; 

North y Jung, 2004) e incrementa la expresión del complejo mayor de histocompatibilidad 

de clase II (CMH-II), mejorando la presentación de antígenos (Kleinnijenhuis et al., 2011). 

Por otro lado, las quimiocinas, producidas por leucocitos, macrófagos y células epiteliales, 

inducen la migración direccional de los leucocitos (Del Pozo et al., 1996; Sauty et al., 1999; 

Wickremasinghe et al., 1999). Conjuntamente con la respuesta inflamatoria, las células 

regulatorias (macrófagos activados) y citocinas anti-inflamatorias como IL-10 y TGF-β, 

controlan la respuesta inmune, evitando una inmunopatología (Korbel et al., 2008). 

     Existen diversos mecanismos involucrados en la destrucción de M. tuberculosis en los 

fagosomas de macrófagos activados, como la producción de intermediarios reactivos de 

oxígeno o nitrógeno, la acidificación del fagosoma y su fusión con el lisosoma (van Crevel 

et al., 2002). Además, la proteína asociada a la resistencia natural de los macrófagos-1 

(Nramp1), de la familia de transportadores de iones metálicos, está implicada en la 

destrucción de M. tuberculosis (Blackwell et al., 2000), ya que después de la fagocitosis, 

Nramp1 se expresa en la membrana de los fagosomas y captura iones metálicos 

involucrados en la generación de radicales antimicrobianos (Zwilling et al., 1999). La 

apoptosis en fagocitos, inducida por el TNF-α, constituye otro mecanismo que limita el 

crecimiento de M. tuberculosis (Keane et al., 1997; Placido et al., 1997). Finalmente, la 

autofagia, un proceso celular en el cual componentes citoplasmáticos (organelos y 

patógenos intracelulares) son secuestrados en un autofagosoma y fusionados a los 

lisosomas para su degradación (Gutiérrez et al., 2004; Kundu y Thompson, 2008). 

    En respuesta a estímulos inflamatorios, los neutrófilos representan las primeras células 

en migrar de la sangre hasta el sitio de infección (Segal, 2005; Appelberg, 2007). Su papel 

durante una infección micobacteriana es muy controversial en humanos. Por un lado, se ha 

reportado que la quimiocina IL-8 es masivamente producida en pulmones de pacientes con 
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TB activa, causando la acumulación de neutrófilos, sin efecto sobre el crecimiento 

micobacteriano. Por otro lado, la mayoría de las publicaciones sugieren que los neutrófilos 

se activan, secretan varias citocinas (IFN-γ y TNF-α) y quimiocinas (IP-10, MCP-1 y MIP-

1α/β) en respuesta a M. tuberculosis (Riedel y Kaufmann, 1997; Kasahara et al., 1998; 

Aleman et al., 2001; Kisich et al., 2002), restingiendo el crecimiento micobacteriano in 

vitro (Brown et al., 1987; Majeed et al., 1998).  

     Las células NK poseen una función citotóxica y secretan citocinas pro-inflamatorias 

como el IFN-γ. Estas células comparten enzimas como granulisina, granzima y perforina 

con las células T citotóxicas, que al ser liberadas inducen la lisis de la célula blanco y/o de 

M. tuberculosis (Stenger et al., 1999; Krensky, 2000). Además, se ha reportado que 

restringen el crecimiento micobacteriano de manera dependiente de apoptosis (Brill  et al., 

2001; Millman et al., 2008). Aunque en los últimos años se comprobó que las células NK 

son capaces de promover una respuesta vigorosa contra M. tuberculosis, su función exacta 

in vivo sigue siendo enigmática (Korbel et al., 2008). Mientras que un estudio demostró que 

las células NK de pacientes tuberculosos podían generar una producción abundante de IFN-

γ (Schierloh et al., 2007), otro estudio no identificó diferencia entre pacientes e individuos 

no infectados (Kulpraneet et al., 2007). Asimismo, en ratones infectados con M. 

tuberculosis, las células NK se acumularon en pulmones y secretaron IFN-γ en las primeras 

semanas post-infección. Sin embargo, la eliminación de estas células antes y durante la 

infección no afectó el crecimiento micobacteriano, indicando que a pesar de responder 

adecuadamente a la infección, podrían tener funciones redondantes con otras células 

inmunitarias, como las células T productoras de IFN-γ (Junqueira-Kipnis et al., 2003). 

 

Figura 5. Inmunidad innata hacia M. tuberculosis (Korbel et al., 2008). 
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1.7.3 Respuesta inmune adaptativa 

     Es conocido que la inmunidad innata y la adaptativa están estrechamente conectadas. 

Los macrófagos, primeras células involucradas en la respuesta innata hacia las 

micobacterias, desempeñan un papel crucial en la inducción de la inmunidad adaptativa 

(Fig. 6). Tres procesos principales contribuyen al comienzo de la inmunidad adaptativa: la 

presentación de antígenos, la coestimulación y la producción de citocinas por células 

efectoras (Hirsch et al., 1999; van Crevel et al., 2002). 

     La presentación de antígenos micobacterianos implica diferentes mecanismos: las 

moléculas del CMH-II de macrófagos presentan péptidos micobacterianos a las células T 

CD4+, mientras que las moléculas del CMH-I, presentes en todas las células nucleadas, 

presentan péptidos a las células T CD8+ (Mazzaccaro et al., 1996). Además, las moléculas 

del CMH-I no polimórficas como CD1, que se expresan en macrófagos, pueden presentar 

lipoproteínas micobacterianas a las células T restringidas al CD1, permitiendo la activación 

de más células T al inicio de la infección (Lewinsohn et al., 1998). La expresión del CMH 

es un proceso dinámico regulado por citocinas; las pro-inflamatorias, principalmente IFN-γ, 

estimulan su expresión, mientras que las anti-inflamatorias la inhiben (van Crevel et al., 

2002). La presencia de un alelo particular del CMH-I y/o II en un individuo determina su 

capacidad a responder a antígenos específicos. Algunos variantes alélicos de CMH se han 

asociados con la TB (Goldfeld et al., 1998; Ravikumar et al., 1999) y su polimorfismo 

explicaría la vulnerabilidad de ciertas poblaciones (Sousa et al., 1997). 

     La activación de las células T depende del reconocimeinto por el TCR de péptidos 

antigénicos específicos unidos al CMH en la superficie de los macrófagos. Sin embargo, la 

unión del TCR sola no es suficiente para activar a las células T y puede llevar a la apoptosis 

o a un estado de anergia (Schwart, 1990). Una proliferación de las células T óptima y la 

adquisición de las funciones efectoras requieren señales de la molecula de coestimulación 

CD28. Despues de su unión a sus ligandos, B7-1 (CD80) y B7-2 (CD86), CD28 incrementa 

la proliferación celular, incrementando la transcripción de IL-2 y de la proteína anti-

apoptótica Bcl-X (Acuto y Michel, 2003). Una molecula estrechamente relacionada, 

CTLA-4, se une a los mismos ligandos que CD28 pero con una afinidad mucho mayor 

(Linsley et al. 1994; Collins et al., 2002). A diferencia de CD28, CTLA-4 restringe la 

activación celular, inhibiendo la producción de IL-2, la expression del receptor de IL-2 y la 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1074761304002109#BIB27
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progresión del ciclo celular. Por eso, CTLA-4 se expresa tardíamente durante la expansión 

clonal de las células T activadas mediante CD28 (Egen y Allison, 2002).  

     En humanos como en bovinos, la inmunidad hacia la TB es predominantemente una 

IMC en fases tempranas de la infección, mientras que esta respuesta disminuye y es 

eventualmente remplazada por una respuesta humoral con la progresión de la enfermedad 

(Lenzini et al., 1977; Ritacco et al, 1991; Neill et al, 1994a). El establecimiento de una 

respuesta inmune de tipo Th1 es de particular importancia en la defensa contra M. bovis, la 

cual es caracterizada por la producción de IFN-γ, esencial para la activación de las rutas 

microbicidas de los macrófagos (Buddle et al., 2003a; Pollock et al., 2006). En bovinos 

infectados con M. bovis, las células T γδ representan una fuente temprana de IFN-γ, el cual 

establece una conexión entre la inmunidad innata y adaptativa, modulando la respuesta 

inmune hacia el tipo Th1 (Kennedy et al., 2002; Price et al., 2007). En bovinos adultos, las 

células T γδ representan 10-15 % de las células mononucleares de sangre periférica y hasta 

40 % en bovinos jovenes (Wyatt et al., 1994; Wilson et al., 1996). El antigeno de 

diferenciación Workshop Cluster 1 (WC1) es expresado en la mayoría de las células T γδ 

en circulación (Mackay et al., 1986; Clevers et al., 1990; Morrison y Davis, 1991) y tiene 

un papel en la migración celular (Wijngaard et al., 1994), la regulación del ciclo celular 

(Kirkham et al., 1997; Takamatsu et al., 1997) y la producción de citocinas, incluyendo el 

IFN-γ (Baldwin et al., 2002). Sin embargo, en TBb, las células T CD4+ representan la 

subpoblación celular dominante productora de IFN-γ. Asimismo, las células T CD8+ han 

sido identificadas como células productoras de IFN-γ (Hope et al., 2000; Smyth et al., 

2001), además de poseer propiedades citotóxicas contra M. bovis (Liébana et al, 2000).          

     La citocina IL-2 representa otra citocina de tipo Th1 secretada por las células T CD4+, 

que juega un papel importante en la respuesta inmune hacia M. bovis (Wood et al., 1992; 

Buddle et al., 1995a,b; Ng et al., 1997). La activación de células T en reposo por antígenos 

induce la síntesis de IL-2, la expresión de su receptor y su unión provoca la proliferación de 

las células T (Smith, 1984). El receptor multimérico se expresa con baja, media o alta 

afinidad para IL-2 y está formado por tres subunidades denominadas en función de su peso 

molecular: p55 o CD25 (subunidad α), p70 (subunidad β) y p64 (subunidad γ). Al 

combinarse, forman el receptor de baja (p55), media (p70/p64) y alta afinidad 

(p55/p70/p64). Sólo los receptores de media y alta afinidad son capaces de transmitir los 
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efectos biológicos de IL-2 (Hatakeyama et al., 1989). La regulación del receptor de alta 

afinidad se logra mediante la expresión de CD25, molécula ausente en células T en reposo. 

Después de una activación antigénica, las células T expresan rápidamente y 

transitoriamente CD25, por lo que esta proteína ha sido descrita como un marcador de 

activación de células T (Waldmann, 1989). En bovinos infectados con M. bovis, se ha 

demostrado que las tres subpoblaciones de células T (WC1+, CD4+ y CD8+) sintetizan 

CD25 después de una exposición a antígenos micobacterianos (Smyth et al., 2001). 

 

Figura 6. Respuesta inmune celular contra M. tuberculosis (Berrington y Hawn, 2007). 

     Otra subpoblación de células T CD4+, denominadas Th17, son inducidas por M. 

tuberculosis. Estas células producen IL-17, una citocina inflamatoria capaz de inducir la 

expresión de quimiocinas y el reclutamiento de neutrófilos en el sitio de infección. La 

respuesta Th17 hacia M. tuberculosis es dependiente de IL-23, secretada por macrófagos 

(Khader y Cooper, 2008). La IL-23 puede inducir células Th1 productoras de IFN-γ en 

ausencia de IL-12p70. Sin embargo, ni la respuesta Th1, ni la protección se pierde en 

ausencia de IL-23 (Kadher et al., 2005; Chackerian et al., 2006), indicando que el papel de 

IL-23 e IL-17 hacia M. tuberculosis es dispensable. La IL-23 tendría un papel secundario 

en comparación a IL-12, mediante la inducción de IFN-γ y la estimulación de las respuestas 

Th1 (Happel et al., 2005), mientras que IL-17 impactaría las respuestas inflamatorias 

(Khader et al., 2005; Umemura et al., 2007). En infecciones con M. tuberculosis, los 

niveles de IL-12 e IL-23 son cruciales para el equilibrio de células Th1 y Th17 y ambas 

respuestas son inducidas con la misma cinética, sin embargo, hay de 5-10 veces más células 
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Th1 que Th17 (Khader et al., 2005, 2007). De igual forma, las células T γδ, asociadas a la 

respuesta innata, representan la fuente principal de IL-17 contra M. tuberculosis. La 

producción de IL-17 por esas células es altamente dependiente de IL-23, provoca la 

acumulación temprana de neutrófilos y induce la producción de quimiocinas (Khader et al., 

2005; Lockhart et al., 2006; Umemura et al., 2007). En contraste, en estudios de vacunación 

de ratones y desafío con M. tuberculosis, la ausencia de las células Th17 resulta en la 

pérdida del incremento de la respuesta Th1 y de la protección, indicando que la respuesta 

Th1 es dependiente de IL-23 e IL-17 (Khader et al., 2007). 

    En las infecciones micobacterianas, un cambio en la respuesta inmunitaria, del tipo Th1 

al tipo Th2, se asocia a la progresión de la enfermedad, presencia de anticuerpos, anergia de 

la IMC (Ritacco et al., 1991; Dlugovitzky et al., 2000; Boussiotis et al., 2000), riesgo 

elevado de excreción de M. bovis, transmisión de la enfermedad (McCorry et al., 2005) y 

en humanos, reactivación de TB latentes (Howard y Zwilling, 1999). Las células Th2, 

inducidas por la IL-4, producen grandes cantidades de IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13 

(Dlugovitzky et al., 1997; García et al., 2009). La IL-4 causa la activación, proliferación y 

diferenciación de las células B (Hamblin, 1993), además de disminuir la producción de 

óxido nítrico (Bogdan et al., 1994) y la expresión del TLR2 en macrófagos (Krutzik et al., 

2003). En bovinos, se ha reportado la producción de IL-4 en un gran número de animales 

infectados con M. bovis (Rhodes et al., 2000a). Por otro lado, la IL-10, una citocina anti-

inflamatoria, inhibe la producción de citocinas y proliferación de las células de tipo Th1 e 

incrementa la proliferación y diferenciación de las células B. En TB, la IL-10 antagoniza la 

respuesta pro-inflamatoria mediante la inhibición de las propiedades de macrófagos, de las 

respuestas de las células T CD4+ y de las funciones de las células presentadoras de 

antígenos (Hamblin, 1993; Rojas et al., 1999; Raja, 2004). Además, la IL-10 está implicada 

en el cambio de clase de IgM hacia IgG1 (Garraud y Nutman, 1996), crítico en la 

progresión de la enfermedad y en la evolución de la respuesta Th2 (Hussain et al., 1995, 

2000; Erb et al., 1999). En ganado infectado con M. bovis, el incremento de IL-10 y IgG1 

se asocia a una infección diseminada, correlaciona positivamente con el grado de patología 

y podría ser responsable de la supresión de la IMC (Welsh et al., 2005). Por lo tanto, IL-4 e 

IL-10 pueden inhibir las funciones de los macrófagos y modular negativamente las 

respuestas Th1. Su presencia en grandes cantidades constituye un elemento importante en 
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el agravamiento de la TB e indicaría formas severas de la enfermedad (Dlugovitzky et al., 

1997; Goff et al., 2002). Sin embargo, a pesar de estos efectos adversos, las citocinas Th2 

podrían también jugar un papel regulador, disminuyendo las lesiones pulmonares, la 

inflamación y el daño tisular (Moncada y Higgs, 1993).    

1.8 La vacuna BCG 

     La aparición de reservorios de M. bovis en animales silvestres, así como el incremento 

del comercio interregional asociado a la propagación de la infección, intensificaron el 

interés de usar vacunas para el control de la TBb. Los estudios realizados en los últimos 

años demostraron una eficacia parcial de la BCG en bovinos y han señalado que: (1) las 

vacunas subunitarias pueden incrementar la inmunidad inducida por la BCG, (2) las 

respuestas inmunes de memoria provocadas por las vacunas protectoras correlacionan con 

la eficacia vacunal, (3) la BCG es especialmente protectora cuando se administra en 

neonatos y (4) la diferenciación de animales infectados de vacunados es posible utilizando 

métodos in vitro o in vivo (Waters et al., 2012).     

1.8.1 Perspectivas históricas  

     Al principio de los años 1900, Calmette y Guérin desarrollaron una vacuna contra la TB 

humana, a partir de una cepa de M. bovis, mediante pases seriales de bacilos en un medio 

conteniendo papa, glicerina y bilis de bovino (Fine, 1995). La BCG se evaluó inicialmente 

en bovino y su eficacia se demostró 10 años antes de la primera vacunación de un niño en 

1921 (Locht, 2010). En ganado, la inmunización contra la TB se llevó a cabo en muchos 

países y las estrategias empleadas incluyeron la inyección de varias tuberculinas y extractos 

micobacterianos inactivados, así como aislados de micobacterias de origen aviar, bovino, 

equino y humano. Ninguna vacuna demostró ser más eficaz que la BCG (Linton, 2005).  

     En bovino, la BCG se evaluó en numerosos ensayos experimentales. Mientras que las 

variaciones en el diseño experimental, como las cepas, dosis, rutas de vacunación y cepas 

de desafíos complicaron las comparaciones entre estudios, algunas conclusiones se 

pudieron sacar: una dosis única proporciona una inmunidad hacia M. bovis 2-4 meses post-

vacunación, su eficacia en campo es variable (0-80%), bacilos vivos son necesarios para la 

protección y la revacunación no mejora la eficacia (Haring et al., 1930; Francis, 1958). 

Desde los años 1950, se realizaron muchos estudios en los cuales no se logró demostrar un 
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nivel adecuado de protección de la BCG (Glover y Richie, 1953; Berggren, 1977, 1981). 

Dentro de las principales razones que explican el fracaso, están las altas dosis de BCG 

utilizadas (108-1010 UFC), conocidas ahora por ser menos efectivas que las dosis bajas y la 

realización de los estudios en zonas de prevalencias muy altas, exponiendo los terneros 

tempranamente a la bacteria, a través del consumo de leche (Skinner et al., 2001). Estudios 

más recientes han demostrado una reducción de la gravedad de la enfermedad (disminución 

de la colonización por M. bovis y cambios patológicos asociados) y un nivel de protección 

consistente alrededor de 50 % (Vordermeier, 2010; Buddle et al., 2011). Otras conclusiones 

recientes incluyen que la BCG es más efectiva en becerros neonatos, que un refuerzo en un 

intervalo corto de tiempo no mejora la protección (Buddle et al., 2003b; Hope y 

Vordermeier, 2005), que las cepas Pasteur y Danesa proporcionan una eficacia similar 

(Wedlock et al., 2007) y que la vacuna se puede administrar oralmente, con buenos 

resultados si la dosis es adecuada (Buddle et al., 2005a, 2008, 2011). Además, estudios 

realizados en México (López-Valencia et al., 2010) y en Etiopia (Ameni et al., 2010) han 

revelado que la BCG puede proteger contra desafíos naturales de M. bovis y su seguridad se 

ha demostrado en bovino con las cepas Danesa, Pasteur, Russia, Glaxo, Goteborg (Murphy 

et al., 2008). Por lo tanto, las nuevas vacunas contra la TBb, en particular las cepas vivas 

atenuadas, deberán cumplir con normas de seguridad y estándares de eficacia establecidos 

por la BCG.  

1.8.2 Diferenciación de bovinos infectados con M. bovis de vacunados con BCG  

     La vacuna BCG no se utilizó en varios paises debido a su interferencia con la prueba 

diagnóstica oficial de la TBb basada en la tuberculina, ya que la mayoría de los antígenos 

presentes en el derivado proteico purificado (PPD) están presentes en la BCG (Buddle et 

al., 1999; Vordermeier et al., 1999, 2011). Por lo tanto, métodos para diferenciar al ganado 

infectado del vacunado son esenciales para la implementación de estrategias de vacunación. 

Las pruebas de diferenciación actuales utilizan sangre y son costosas, por lo cual es 

importante considerar la proporción de animales vacunados que se volverán positivos a la 

prueba de la tuberculina y por cuánto tiempo. Un estudio demostró que hasta 80 % de los 

bovinos podrían reaccionar positivamente a la prueba de la tuberculina 6 meses post-

vacunación, mientras que a los 9 meses, la reactividad disminuyó hasta 8 % (Whelan et al., 
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2011). Por lo tanto, la aplicación de la prueba de la tuberculina en animales vacunados y la 

utilización de la prueba de diferenciación sólo en animales vacunados reactores a la prueba 

de la tuberculina podría reducir la frecuencia y el costo de la prueba (Waters et al., 2012). 

     Antígenos de diagnóstico específicos presentes en M. bovis virulenta y 

ausentes de la BCG se pueden utilizar tanto en ensayos de IFN-γ como en pruebas de 

tuberculina para diferenciar el ganado infectado del vacunado. Las proteínas Early 

Secretory Antigenic Target-6 (ESAT-6) y Culture Filtrate Protein 10 (CFP-10) son 

ampliamente utilizadas como antígenos diferenciales (Waters et al., 2009; Whelan et al., 

2010; Vordermeier et al., 2010, 2011), ya que sus genes, encontrados en una región 

denominada región de diferencia 1 (RD1), son presentes en las micobacterias del complejo 

M. tuberculosis y ausentes de la BCG y de la mayoría de las micobacterias ambientales 

(Mahairas et al., 1996; Behr et al., 2000; Behr, 2002; Gey Van Pittius et al., 2001; Pym et 

al., 2002). Otro antígeno denominado Rv3615c, una proteína altamente inmunogénica, ha 

demostrando su potencial como reactivo diferencial (Sidders et al., 2008). Ese antígeno, 

presente e la BCG, forma parte del sistema de secreción ESAT-6, pero no se encuentra 

dentro de la región RD1 (MacGurn et al., 2005). Sin embargo, su secreción es dependiente 

de una región RD1 intacta (Millington et al., 2011), lo que explica la ausencia de respuesta 

del ganado vacunado con BCG. El uso de Rv3615c, junto con ESAT-6 y CFP-10, 

incrementó la sensibilidad del ensayo de IFN-γ (Aagaard et al., 2003; Vordermeier et al., 

2010, 2011). Asimismo, los antígenos diferenciales se pueden utilizar en la prueba de la 

tuberculina; un estudio reciente, en el cual se utilizaron combinaciones de ESAT-6, CFP-

10, Rv3615c y/o MPB83, demostró una sensibilidad y una especificidad adecuadas de la 

prueba, sin comprometer la vacunación con BCG (Whelan et al., 2010). 

1.8.3 El modelo de vacunación en becerros y medición de la eficacia vacunal 

     Las técnicas modernas de eficacia vacunal en becerros consisten en la administración de 

la vacuna en neonatos o animales hasta 6 meses de edad, el desafío con M. bovis a los 3-4 

meses post-vacunación y el sacrificio 3-5 meses post-desafío. Las dosis de desafío son 

bajas y inoculadas por vía intratraqueal o en aerosol, resultando principalmente en una 

infección de los pulmones y nódulos linfáticos asociados, la cual imita estrechamente la 

infección natural (Buddle et al., 1994, 2005b; Palmer et al., 2002). Además, modelos de 
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infección natural por contacto entre animales se encuentran en desarrollo para la 

determinación de la eficacia vacunal en campo (Vordermeier et al., 2010). Los parámetros 

utilizados para demostrar la eficacia vacunal en becerros incluyen el cultivo bacteriológico 

cuantitativo y cualitativo, la evaluación de lesiones macroscópicas y microscópicas y 

parámetros inmunes asociados a la enfermedad (Waters et al., 2012).          

     Las vacunas contra la TBb no previenen la infección y en algunos casos, no previenen la 

formación de lesiones. Actualmente, las vacunas exitosas disminuyen la severidad de la 

enfermedad y/o la carga bacteriana en los órganos de interés. La eficacia vacunal se mide 

comúnmente (1) por la evaluación de las lesiones macroscópicas, utilizando un sistema de 

puntuación semi-cuantitativo que mide la gravedad en número y tamaño y (2) mediante 

cultivos bacteriológicos cuantitativos de los órganos de interés, en UFC/g de tejido 

(Wedlock et al., 2005a,b; Waters et al., 2009). Asimismo, el examen microscópico de las 

lesiones ha demostrado ser útil para medir la eficacia vacunal, el cual se basa en que las 

lesiones más avanzadas, con grandes regiones de necrosis caseosas y un número de bacilos 

moderado a grande, son lo más importante en la diseminación de la enfermedad en el 

hospedero y entre animales. La combinación de estos métodos proporciona una manera 

efectiva de medir la eficacia vacunal (Wangoo et al., 2005; Waters et al., 2007, 2009).  

1.8.4 Progresos recientes en vacunas 

     En los últimos 15 años, se han logrado varios avances en la vacunación contra la TB, 

tanto en bovinos (Hope y Vordermeier 2005; Buddle et al., 2006; Buddle, 2010; 

Vordermeier et al., 2010) como en humanos (Kaufmann et al., 2010). En ganado, las 

nuevas vacunas incluyen cepas atenuadas de M. bovis y M. tuberculosis, vacunas de ADN, 

proteínas subunitarias y varias estrategias de inmunización/refuerzo con BCG y vacunas de 

ADN, proteínas o virus-vector. Algunas de estas vacunas incrementaron los efectos 

protectores de la BCG, sin embargo, ninguna de ellas, administrada sola, ofrece una 

protección igual o superior a la BCG. Por lo tanto, la opción disponible para la utilización 

inmediata en campo es la BCG sola o con un refuerzo subunitario, como el Ag85A con el 

adenovirus o poxvirus como vector, el cual demostró incrementar la proporción de 

animales sin lesiones asociadas a la TB (Vordermeier et al., 2009).  
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     Otra estrategia de vacunación es el uso de cepas atenuadas de M. bovis que proporcionan 

una eficacia vacunal mayor a la BCG. Por ejemplo, dos cepas atenuadas WAg de M. bovis 

han demostrado proteger el ganado naturalmente pre-expuesto a micobacterias ambientales 

contra desafíos experimentales, a diferencia de la BCG que fue ineficaz, mostrando que en 

ciertas situaciones, otras cepas atenuadas de M. bovis pueden conferir una protección 

superior a la BCG (Buddle et al., 2002a). Varios estudios han evaluado la eficacia vacunal 

de mutantes ΔRD1 de M. bovis (Jalapathy, 2006; Velmurugan et al., 2007; Ranganathan et 

al., 2009). Por ejemplo, la cepa Ravenel ΔRD1 induce una protección y un patrón de 

seguridad similar a la BCG (Waters et al., 2009). Otros candidatos vivos atenuados 

prometedores incluyen mutantes de BCG que sobre-expresan epítopos inmunodominantes 

como las proteínas del complejo Ag85 (Horwitz et al., 2000) o la vacuna recientemente 

descrita IKE-PLUS, una mutante Δesx-3 de M. smegmatis complementada con esx-3 de M. 

tuberculosis (Sweeney et al., 2011). Sin embargo, a pesar de los progresos realizados en el 

desarrollo de vacunas y refuerzos en TBb, estudios adicionales son necesarios. 

1.8.5 Factores inmunes predictivos de la eficacia vacunal  

     En animales vacunados con BCG, se ha demostrado que la hipersensibilidad retardada 

(HR) no correlaciona con la protección de la vacuna, mostrando la disociación de las dos 

respuestas (Whelan et al., 2011). Por otro lado, las vacunas más efectivas contra la TB 

inducen respuestas específicas de IFN-γ; sin embargo, los niveles inducidos no 

correlacionan necesariamente con la protección (Black et al., 2002). Por ejemplo, la 

vacunación con BCG cepa Danesa de bovinos confiere una protección similar a la de la 

cepa Pasteur, a pesar de inducir respuestas de IFN-γ significativamente más bajas (Wedlock 

et al., 2007). Un factor de confusión en las respuestas de HR e IFN-γ provocadas por las 

vacunas es la exposición previa a micobacterias ambientales. Especialmente con la BCG, es 

difícil evaluar el impacto de esa sensibilización en los niveles de HR e IFN-γ, ya que la 

vacuna y las micobacterias ambientales comparten antígenos. La exposición del ganado a 

micobacterias ambientales es común y es probable que las diferentes cepas y tipo de 

exposición influyan en el resultado de la vacunación (Waters et al., 2012). 

     Además de las respuestas provocadas por la vacuna, las respuestas generadas después del 

desafío pueden utilizarse para predecir el éxito o fracaso de la vacuna. Por ejemplo, 
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respuestas robustas o crecientes de IFN-γ hacia ESAT-6/CFP-10 después del desafío 

representan un indicador negativo de protección, ya que correlacionan con la patología 

asociada a la TB (Vordermeier et al., 2002; Dietrich et al., 2005; Waters et al., 2007, 2009). 

Similarmente, las respuestas de anticuerpos, particularmente IgG1 hacia MPB83, 

correlacionan con la carga bacilar y la patología evocada por la TB (Lyashchenko et al., 

2004). Por otra parte, existen indicadores positivos de la eficacia vacunal después del 

desafío, como las respuestas específicas reducidas de IFN-γ, iNOS, IL-4, MIP-1α (CCL3), 

una expansión reducida de las células T CD4+ y un perfil de activación disminuido 

(disminución de CD25 y CD44 e incremento de CD62L) de las células T estimuladas 

(Waters, et al., 2003a,b). Recientemente se han identificado candidatos adicionales (IL-22, 

LT-α, granzima A y B, CXCL-9 y CXCL-10) como biomarcadores de la eficacia vacunal 

en ganado (Thacker et al., 2011; Aranday-Cortes et al., 2012). Los indicadores ante-mortem 

ofrecen un método valioso de medir la protección antes del sacrificio y podrían procurar 

beneficios en ensayos de campo, además de permitir estudios más largos, cuando el desafío 

se realiza por contacto y el inicio de la infección no es conocido (Waters et al., 2012). 

1.8.6 La tuberculosis bovina como modelo de vacunas para la tuberculosis humana 

     Durante las últimas décadas, se han desarrollado modelos animales para el estudio de 

enfermedades infecciosas. En TB, los estudios en bovinos y en humanos se han hecho en 

paralelo, proporcionando beneficios mutuos (Rowland y McShane, 2011). Generalmente, 

los estudios de vacunación efectuados con M. tuberculosis benefician a la investigación 

realizada en TBb. Por lo tanto, los estudios efectuados en TBb no representan modelos de 

desarrollo de nuevas estrategias aplicables a la TB humana. En TBb, la escasez de los 

recursos, de los investigadores disponibles y las instalaciones costosas limitan los estudios. 

La investigación de vacunas en TBb ofrece principalmente una garantía adicional de 

seguridad de la vacuna y la posibilidad de utilizar un sistema de hospedero/patógeno 

natural. No obstante, los estudios de TBb son directamente aplicables al estudio de la TB 

humana. Las regiones endémicas de TBb ofrecen una buena oportunidad de probar vacunas 

y medir la eficacia en campo, bajo condiciones naturales de transmisión y factores de 

confusión como la carga parasitaria, las micobacterias ambientales, la heterogeneidad de la 

población blanco, factores climáticos y geográficos y variables socioeconómicas. Los 
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ensayos clínicos en humanos son muy costosos y provocan varios dilemas de seguridad y 

de ética. Por lo tanto, los ensayos en bovinos proporcionan la oportunidad de recoger datos 

adicionales sobre factores asociados al campo, permitiendo desarrollar y optimizar las 

estrategias de vacunación. Además, varias regiones presentan prevalencias de TBb altas 

(México), moderadas (Inglaterra) o bajas (Estados Unidos), las cuales permiten reproducir 

diferentes condiciones útiles para la vacunación en humanos (Waters et al., 2012). 

1.8.7 Futuro de la investigación de las vacunas contra la tuberculosis bovina 

     Las vacunas en TB humana, programadas para ensayos clínicos incluyen vacunas con 

bacilos vivos diseñadas para reemplazar la BCG y vacunas subunitarias para reforzar la 

BCG (Rowland y McShane, 2011). En bovinos, las prioridades para los próximos 5 años 

incluyen: (1) determinar la duración de la protección de la BCG y la eficacia de la 

revacunación, (2) identificar vacunas “vivas” con la posibilidad de diferenciar animales 

infectados de vacunados o vacunas subunitarias con una eficacia mayor a la BCG, (3) 

definir correlaciones inmunitarias de protección, (4) estandarizar procedimientos para 

ensayos de eficacia en campo y (5) seguir desarrollando ensayos de eficacia vacunal en 

reservorios de vida silvestre. Existen muchas variables que influencian la eficacia de las 

vacunas en condiciones naturales y solamente a través de ensayos de campo se podrá 

establecer el potencial de esas vacunas para el control de la TBb (Waters et al., 2012). 

1.9 Pruebas de diagnóstico de la tuberculosis bovina  

     El diagnóstico de la TBb se basa principalmente en la IMC, respuesta inmunológica 

predominante hacia M. bovis en las primeras etapas de la infección (Ritacco et al., 1991). 

En etapas más avanzadas, la inmunidad humoral se puede evaluar (Neill et al., 2001; 

Pollock y Neill, 2002; Welsh et al., 2005). La precisión de las pruebas se obtiene por la 

sensibilidad y especificidad, determinando las proporciones de falsos-negativos y falsos-

positivos. La prueba de la tuberculina representa la herramienta ante-mortem principal por 

su rentabilidad y su confiabilidad. Sin embargo, diferentes factores comprometen su 

precisión. Consecuentemente, el ensayo de IFN-γ se ha desarrollado para complementarla, 

con dos objetivos principales: incrementar la detección de animales tuberculosos 

(sensibilidad) en regiones de altas incidencias (González-Llamazares et al., 1999; Whipple 
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et al., 2001) y reducir el sacrificio de animales falsos-positivos (especificidad) en aéreas de 

bajas incidencias o donde el ganado muestra una sensibilización no especifica a la 

tuberculina (de la Rua-Domenech et al., 2006). Otros ensayos complementarios, como 

pruebas de ELISA (Hanna et al., 1992), proliferación linfocitaria (Rhodes et al., 2000b) y 

PCR (Vitale et al., 1998) se han desarrollado, pero su aplicación permanece experimental. 

Ninguna de las pruebas disponibles en la actualidad permite una determinación 

perfectamente precisa de la infección en bovinos (de la Rua-Domenech et al., 2006). 

1.9.1 Prueba de la tuberculina 

     Las pruebas intradérmicas son estándares internacionales para el diagnóstico ante-

mortem de la TBb. Se basan en la inducción de una respuesta de HR, después de la 

inyección de la tuberculina o PPD (Monaghan et al., 1994; Anon, 2004a,b). Cuando el PPD 

bovino se inyecta en la piel de un animal sensibilizado a los antígenos que contiene, que sea  

por una infección con M. bovis o antígenos compartidos por otras especies, se observa una 

respuesta inflamatoria al sitio de inyección, 48-72 h después de la aplicación de la prueba 

(Lepper et al., 1977; Francis et al., 1978; Pollock et al., 2003; Anon, 2004b).  

     Existen diferentes tipos de pruebas de la tuberculina. La prueba simple se puede aplicar 

en la piel de la región del cuello (cervical) o de la base de la cola (caudal). En la prueba 

cervical comparativa, se inyectan simultáneamente el PPD bovino y aviar en la piel del 

cuello y la interpretación se basa en que los bovinos infectados con M. bovis muestran una 

respuesta superior hacia el PPD bovino que aviar, mientras que la infección con otras 

micobacterias promueve una relación inversa. Por lo tanto, esta prueba permite discriminar 

animales infectados con M. bovis de sensibilizados por micobacterias ambientales (Karlson, 

1962; Francis et al., 1978; Monaghan et al., 1994; Pollock et al., 2003; Anon, 2004c). 

     El tipo de prueba tuberculínica a seleccionar depende generalmente de la prevalencia de 

la TBb y de la presencia de micobacterias ambientales. La prueba caudal representa la 

prueba principal para la detección rutinaria de la TBb, cuando se desconoce si hay 

presencia de la infección, mientras que la prueba cervical, más sensible, se utiliza para 

eliminar a los animales reactores de los rebaños infectados (Francis et al., 1978; Monaghan 

et al., 1994; Anon, 2004b). La prueba comparativa es principalmente utilizada como una 

prueba complementaria en animales reactores o sospechosos a la primera prueba (Tweedle 
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y Livingstone, 1994; Anon, 2004c), aunque el ensayo de IFN-γ la está remplazando 

gradualmente (Ryan et al., 2000; Buddle et al., 2001; Anon, 2004c, 2005b).  

     Varios autores han reportado estimaciones de la sensibilidad y especificidad de las 

pruebas de la tuberculina. Para la prueba caudal y cervical, la sensibilidad varía de 63.2 % a 

100 % (promedio 83.9 %). Sin embargo, la prueba cervical es más sensible y menos 

específica que la prueba caudal. Para la prueba cervical comparativa, los estudios sugieren 

una sensibilidad entre 52.0 % y 100 % (promedio 80.0 %). En cuanto a la especificidad, los 

estudios demostraron que varía de 75.5 % a 99.0 %, con un promedio de 96.8 %, para la 

prueba caudal y cervical y de 78.8 % a 100 % para la prueba comparativa, con un promedio 

de 99.5 % (Francis et al., 1978; Monaghan et al., 1994; de la Rua-Domenech et al., 2006). 

Indudablemente, un animal infectado no detectado representa una fuente de infección para 

los otros animales del hato, dificultando la resolución de la TBb. Por lo tanto, el uso de dos 

o más pruebas de diagnóstico y la eliminación del animal positivo a cualquier de las 

pruebas utilizadas representa una buena perspectiva a largo plazo para el control de la TBb.  

1.9.2 Ensayo de IFN-γ 

     La prueba de IFN-γ es un ensayo en sangre completa in vitro, desarrollado en Australia a 

finales de los años 1980, para su uso en combinación con la prueba de la tuberculina 

caudal. La prueba fue aprobada como método de diagnóstico complementario oficial en 

Nueva Zelanda a finales de los años 1990, en Australia en 1991, en Estados Unidos en 2001 

y por la Unión Europea en 2002 (Wood et al., 1991; Tweedle y Livingstone, 1994; Wood y 

Rothel, 1994; Cousins et al., 1998; Wood y Jones, 2001; Anon et al., 2004b).  

     La primera etapa de la prueba se basa en la incubación de la sangre con o sin antígenos 

micobacterianos durante 24 h y la recolección de los plasmas. En la segunda etapa, se 

cuantifica el IFN-γ presente en los plasmas por una prueba de ELISA, utilizando un kit 

comercial. El IFN-γ, liberado principalmente por los linfocitos T de memoria, tiene un 

papel importante en la respuesta inmune havia la TBb, ya que participa en la activación de 

los macrófagos (Wood y Rothel, 1994; Wood y Jones, 2001).  

     El rendimiento de la prueba de IFN-γ ha sido evaluado en muchos países (Wood y Jones, 

2001): su sensibilidad varia de 73.0 % a 100 % (promedio 87.6 %) y su especificidad se 

encuentra entre 85.0 % y 99.6 % (promedio 96.6 %). Importantemente, esta prueba detecta 
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una proporción de bovinos en un estado más temprano de la infección que la prueba de la 

tuberculina (Neill et al., 1994a; Monaghan et al., 1997b; Wood y Jones, 2001; Pollock et 

al., 2005). El uso de ambas pruebas mejora hasta 20 % la sensibilidad del diagnóstico con 

respecto a la prueba de la tuberculina sola, eliminando más (pero no necesariamente todos) 

animales infectados de manera más rápida (Wood et al., 1991; Whipple et al., 1995; 

González-Llamazares et al., 1999). Sin embargo, ambas pruebas comparten la desventaja 

de no detectar animales en estado de anergia hacia el PPD, aunque no existen datos 

disponibles sobre el número de dichos animales (de la Rua-Domenech et al., 2006). 

1.9.3 Prueba de ELISA  

     Los animales con una enfermedad avanzada pueden llegar a no responder a la prueba 

tuberculínica y de IFN-γ, debido a una disminución de la IMC. Se ha especulado que estos 

animales, llamados anergicos, son altamente infecciosos y podrían ser la causa de la 

persistencia de la TBb en los rebaños (Lepper et al., 1977; Plackett et al., 1989; Yearsley et 

al., 1998). Se pueden detectar anticuerpos específicos de M. bovis en suero de estos 

animales por ensayos serológicos, particularmente por prueba de ELISA, en la cual se 

utilizan antígenos como el PPD bovino (Hanna et al., 1989), el filtrado de cultivo de M. 

bovis (Estrada-Chávez et al., 1995), así como antígenos específicos purificados (Fifis et al., 

1992; Lyashchenko et al., 1998). Además, varios estudios han demostrado que el nivel de 

anticuerpo hacia M. bovis incrementa después de la aplicación de la prueba de la 

tuberculina, correlacionando positivamente con la severidad de la enfermedad (Lightboby 

et al., 1998; Lyashchenko et al., 2004; Thom et al., 2004). Se ha reportado que la prueba de 

ELISA tiene una alta especificidad y una baja sensibilidad (100 % y 60 % 

respectivamente), comparándola con la prueba de la tuberculina y de IFN-γ (Plackett et al., 

1989; Fifis et al., 1992; Estrada-Chávez et al., 2001). Por lo tanto, las pruebas serológicas, 

aunque económicas y simples, no ofrecen una alternativa a las pruebas basadas en la IMC y 

se deberían de utilizar como pruebas complementarias en animales negativos a la prueba de 

la tuberculina y de IFN-γ (Vordermeier et al., 2001b; Pollock et al., 2005). 
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1.9.4 Otras pruebas complementarias  

     El cultivo bacteriológico convencional representa todavía la prueba de oro para la 

detección de M. bovis en muestras de bovinos y ambientales. Sin embargo, la prueba de 

PCR ofrece las ventajas de la sensibilidad, flexibilidad y rapidez. Esta prueba, que utiliza 

secuencias específicas de ADN de M. bovis, permite la detección rápida de la bacteria en 

muestras clínicas de ganado en pie y el monitoreo del ambiente (Vitale et al., 1998; 

Sreedevi y Krishnappa, 2004). Sin embargo, la PCR no ha demostrado hasta la fecha ser 

superior al cultivo en términos de sensibilidad, especificidad o confiabilidad. Las 

limitaciones se deben al número bajo de bacilos en las muestras, la excreción intermitente, 

una extracción ineficiente del ADN o la presencia de inhibidores de la reacción de PCR. 

Mientras que los métodos de PCR pueden ser beneficiosos en la identificación de 

micobacterias en cultivo, es poco realista considerarlos como una alternativa al diagnóstico 

inmunológico de rutina de la TBb in vivo (de la Rua-Domenech et al., 2006). 

2.0 Principios teóricos de la citometría de flujo  

     La citometría de flujo evalúa las características físicas y químicas de células en 

suspensión, procurando información sobre el tamaño celular, la granularidad o complejidad 

interna, así como de la intensidad de fluorescencia. Con esta tecnología, se pueden realizar 

recuentos y separaciones celulares o análisis de marcadores de superficie, citoplasmáticos y 

nucleares, contenido de ácidos nucleicos y actividad enzimática entre otros (Bono et al., 

1998; Castillo et al., 1999; Shapiro, 2003; Castillo, 2005).  

     La citometría de flujo se basa en la interacción de una fuente de luz con células en 

suspensión. Cada célula pasa por un sitio donde es impactada por un laser, el cual emite 

fluorescencia a una longitud de onda específica. La luz es desviada de acuerdo a las 

características propias de la célula y la variación de la longitud de onda así producida es 

captada y depurada por un sistema de lentes y espejos, que concentra esta luz y la 

transforma en pulsos de voltaje. Un sistema informático codifica e interpreta los pulsos de 

voltaje, con el fin de ser analizados por un software especializado. De este modo, es posible 

la medición de un gran número de células, en un periodo corto de tiempo y los datos 

obtenidos son de gran confiabilidad y exactitud (Castillo, 2005).     
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     En términos técnicos, la citometría de flujo indica 3 cosas fundamentales sobre una 

muestra: (1) el tamaño de las células o dispersión frontal, que se relaciona con la luz que la 

célula no deja pasar de forma frontal; (2) la granularidad o complejidad interna, 

denominada dispersión lateral, representado por la luz dispersada a un ángulo de 90° de la 

luz incidente del láser y (3) la intensidad de la fluorescencia, que se puede registrar cuando 

un componente celular específico es marcado con fluorescencia (Laguado, 2007). 

     A la suspensión celular, se le puede agregar una sustancia fluorescente o fluorocromo 

acoplada a un anticuerpo monoclonal que tiene una afinidad por algún componente celular. 

El fluorocromo se excita cuando pasa por el laser y se detecta un cambio en la longitud de 

onda, identificando subgrupos de células dentro de las poblaciones celulares. Esta técnica 

permite la caracterización inmunofenotípica de diversos tipos celulares, muchos de ellos 

con una aplicación clínica concreta (Bono et al., 1998; Castillo et al., 1999; Castillo, 2005). 

Además, con los citómetros de flujo actuales, es posible detectar simultáneamente más de 

15 canales de fluorescencia, usando fluorocromos que emitan a diferentes longitudes de 

onda (Laguado, 2007).      

     La citometría de flujo surge como una nueva tecnología en los laboratorios clínicos 

veterinarios y las aplicaciones más importantes se basan, aunque no se limitan, a estudios 

de la respuesta inmune hacia infecciones económicamente relevantes para la fabricación de 

vacunas (Javed et al., 2005), el mejoramiento de las vacunas existentes (Cassataro et al., 

2005), la optimización genética de especies bovinas y equinas (Katska et al., 2002) y la 

fertilidad del ganado (Christensen et al., 2004). 
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II. JUSTIFICACIÓN  

     El interés del estudio de la TBb se justifica ampliamente por el riesgo que la enfermedad 

representa para la salud pública, las limitaciones del comercio de productos pecuarios y la 

disminución de la productividad en animales enfermos. En los años recientes, se ha 

considerado la vacunación y métodos modernos de diagnóstico como posibles estrategias 

para el control y la erradicación de la enfermedad.  

     El estudio de la inmunidad celular y humoral inducida por la vacuna BCG cepa Phipps 

aportará información relevante sobre una cepa de BCG poco estudiada tanto en humanos 

como en bovinos, además de incrementar el conocimiento de los eventos que pueden 

ocurrir en condiciones naturales de campo. El uso tanto de las proteínas ESAT-6 y CFP-10 

en el ensayo de IFN-γ como del gen MPB70 en la prueba de PCR, permitirá evaluar la 

capacidad diagnóstica de esas herramientas en estudios de campo, además de determinar su 

utilidad en el control y la erradicación de la TBb. 

III. HIPOTESIS 

La vacunación con M. bovis BCG cepa Phipps de becerras neonatas, en un hato de alta 

prevalencia de TBb, permitirá evaluar la respuesta inmune inducida por una cepa de BCG 

poco estudiada y analizar la utilidad de diferentes pruebas diagnósticas de TBb en 

condiciones naturales de campo.    

IV. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la respuesta inmune de becerras neonatas vacunadas con M. bovis BCG Phipps, en 

un hato de alta prevalencia de TBb y analizar la utilidad de diferentes pruebas diagnóstica de 

TBb en condiciones naturales de campo. 

V. OBJETIVOS PARTICULARES 

 Medir la respuesta inmune celular, mediante la prueba de detección de IFN-γ y de 

tuberculina y la respuesta inmune humoral mediante la prueba de ELISA provocadas 

por la vacuna.  
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 Evaluar por citometría de flujo las subpoblaciones de linfocitos T (WC1, CD4 y CD8), 

el nivel de activación celular (CD25) y el patrón de secreción de citocinas (IFN-γ, IL-10 

e IL-4) inducidos por la vacunación.  

 Determinar el potencial de algunas pruebas diagnósticas de TBb como la prueba de 

PCR (MPB70) y el uso en la prueba de IFN-γ de antígenos purificados específicos 

(ESAT-6 y CFP-10). 
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VI. MATERIALES Y METODOS 

6.1 Lugares de trabajo, animales de estudio y diseño experimental 

     Los ensayos de laboratorio del presente trabajo se realizaron en el Centro Nacional de 

Investigaciones Disciplinarias en Microbiología Animal del Instituto Nacional de 

Investigaciones Forestales Agrícolas y Pecuarias del Distrito Federal, en el laboratorio de 

inmunología. El trabajo de campo se realizó en el Complejo Agro-Industrial Tizayuca, 

Hidalgo. 

     Se utilizaron 10 becerras de raza Holstein Friesian, alrededor de un mes de edad, 

provenientes de un hato lechero comercial con una prevalencia de 40 % de TBb. Para 

conocer el estatus inmunológico de los animales antes del comienzo del estudio, las 

becerras se evaluaron mediante las pruebas de IFN-γ y de ELISA, mientras que se aplicó la 

prueba cervical comparativa de la tuberculina (PCCT) a las madres. Cinco becerras se 

vacunaron con BCG cepa Phipps (donación de la Dra. Clara Ines Espitia Pinzón, Instituto 

de Investigaciones Biomédicas-UNAM, D.F., México), vía subcutánea en la tabla del 

cuello, a una dosis de 1 x 106 UFC en 1.5 ml de solución salina de fosfatos (PBS) y cinco 

becerras controles se inocularon con 1.5 ml de PBS (Tabla 1).  

     El seguimiento de los animales se realizó durante un periodo de 220 días. Las pruebas de 

IFN-γ y ELISA, además de la evaluación de las subpoblaciones de linfocitos T, la 

activación celular y el patrón de citocinas se realizaron a los 0, 7, 15, 21, 30, 60, 90, 100, 

150, 210 y 220 días post-vacunación. La prueba de la tuberculina se aplicó a los 90 y 210 

días postvacunación, mientras que la prueba de PCR en exudado nasal se realizó cada mes. 
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Tabla 1. Datos generales de las becerras al inicio del estudio 

 

Grupos No. Animal Edad* 

(Días) 

PCCT 

Madre** 
IFN- (PPD 

bovino)*** 

ELISA‡ 

BCG 

(n=5) 

367 9 - - - 

764 39 + - - 

2545 38 - - - 

2700 46 S - - 

2970 34 - - - 

Control 

(n=5) 

105 22 ND - - 

173 32 S - - 

979 45 + - - 

2926 31 - - - 

3172 28 ND - - 
*Edad de las becerras al comienzo del estudio; **Resultados de la PCCT de las madres (NOM, 1995); 

***Interpretación de acuerdo a los criterios del kit comercial Bovigam; ‡Punto de corte de la prueba de ELISA 

DO 492nm = 0.370; S: sospechosa; ND: dato no disponible. 

 

6.2 Ensayo de IFN-γ 

     Se colocaron alícuotas de 1,0 ml de sangre heparinizada en placas de cultivo de 48 

pozos (Nunclon, Roskilde, Denmark). La sangre se estimuló con 20 g/ml de PPD aviar y 

bovino y 4 g/ml de ESAT-6 y CFP-10 (donación del Dr. P. Andersen, Staten Serum 

Institut, Copenhagen, Denmark). Se utilizó el mitogéno Pokeweed (PWM) (Sigma Aldrich, 

St. Louis, MO, USA) como control positivo (10 g/ml), mientras que un alícuota 

permaneció sin estímulo (control negativo). Los cultivos se incubaron a 37 °C en atmosfera 

húmeda al 5% CO2 durante 24 h y los plasmas colectados se congelaron a -70°C hasta su 

análisis (Rothel et al., 1990a). 

     La determinación de los niveles de IFN- se hizo en las muestras de plasma, siguiendo 

las instrucciones del kit comercial basado en la prueba de ELISA disponible para la 

detección de IFN- de bovino (Bovigam®, Prionics AG, Schlieren-Zurich, Switzerland). 

Las absorbancias de las muestras de plasma se leyeron mediante un lector de ELISA 

(Benchmark-Plus Microplate Spectrophotometer Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, 

USA) a una densidad óptica de 450 nm (DO450nm). Una muestra se consideró positiva 

cuando el valor de DO450nm en presencia de PPD bovino menos el valor de DO450 nm en 
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presencia de PPD aviar > 0.1 y cuando el valor de DO450 nm en presencia de PPD bovino 

menos el valor de DO450 nm sin estímulo > 0.1. 

6.3 Prueba cervical comparativa de la tuberculina (PCCT) 

Se administraron intradérmicamente el PPD bovino y el PPD aviar (PRONABIVE, D.F., 

México) en la tabla del cuello, a 12 cm de distancia. Se inyectó 0.1 ml (1 mg/ml) de PPD 

bovino y 0.1 ml (0.5 mg/ml) de PPD aviar. Se midió el grosor de la piel antes y 72 horas 

posteriores a la inoculación y una interpretación estándar de los resultados se realizó de 

acuerdo a los criterios de la Norma Oficial Mexicana (NOM, 1995).  

6.4 ELISA-detección de IgG 

     Se realizaron pruebas de ELISA para detectar anticuerpos en suero (Estrada-Chávez et 

al., 2001), utilizando extractos proteicos de filtrados de cultivo (EPFC) de M. bovis cepa 

AN5 y de M. avium cepa D4 (PRONABIVE, D.F., México). Se sensibilizaron placas de 96 

pozos (Nunclon, Roskilde, Denmark) con 1 g/pozo de EPFC de M. bovis o M. avium, 

diluido en una solución de carbonato 0.1 M durante 24 h a temperatura ambiente. Las 

placas se lavaron 5 veces con PBS-Tween 20 (PBS-T) al 0.1%, se bloquearon con 100 l 

de solución de bloqueo (leche descremada al 3% en PBS-T) durante 1 h a 37 °C. Las placas 

se lavaron y se incubaron con 100 l de los sueros diluidos en PBS (1:100) 1 h a 37 °C. Las 

placas se lavaron nuevamente, se agregó 100 l de proteína G conjugada con peroxidasa 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) diluida en PBS (1:10,000) durante 1 h a 37 °C. 

Después de los lavados, se agregó 100 l de la solución de revelado, ortofenilendiamina 

(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) al 0.04 % y H2O2 al 0.04 % diluidos en 10 ml 

solución de citratos y las placas se incubaron 4 min a 37 °C. La reacción se paró con 50 l 

de acido sulfúrico 2 M y las densidades ópticas se leyeron a una DO492nm. 

     Como control positivo, se utilizó el suero de un bovino que presentaba lesiones 

diseminadas de TB, en el cual se detectó la presencia de M. bovis por análisis 

histopatológico y aislamiento micobacteriano. Se utilizó un suero de un animal que 

provenía de un área de baja incidencia de TBb (Sonora, México) como control negativo; el 
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cual fue negativo a la PCCT, IFN-, PCR (exudados nasales) y análisis micobacteriológicos 

post-mortem (pulmones y nódulos linfáticos asociados).  

6.5 Extracción de ADN de exudado nasal  

     Las muestras se colectaron de una cavidad nasal de los animales, utilizando hisopos 

estériles sumergidos en 5 ml de PBS estéril. La extracción del ADN se hizo por el método 

de bromuro de cetil-trimetil amonio o CTAB (Wilson, 1988). Se centrifugó 1 ml de 

sedimento de exudado nasal a 13 400 g durante 5 min y se descarto el sobrenadante. Se 

agregó 400 μl de TE 1X y 50 μl de lisozima (10 mg/ml) y las muestras se incubaron 

durante 1 h a 37 °C. Posteriormente, se añadió 70 μl de SDS al 10 % y 5 μl de proteinasa K 

(2 mg/ml) durante 20 min a 65 °C. Después, se agregó 100 μl de NaCl 5M y 100 μl de 

CTAB/NaCl durante 10 min a 65 °C. Se agregó 750 μl de cloroformo/alcohol isoamílico y 

se centrifugó a 13 400 g durante 5 min. Se recuperó la primera fase, se adicionó 360 µl de 

alcohol isopropílico absoluto y se dejó 30 min a -20 °C. Se centrifugó a 13 400 g durante 

15 min, se descartó el sobrenadante y se agregó 1 ml de etanol al 70 % conservado a -20° 

C. Se centrifugó a 13 400 g durante 5 min y se decantó el sobrenadante. Las muestras se 

secaron a temperatura ambiente durante 20 min. Se suspendió el ADN en 50 µl de agua 

inyectable y se almacenó a -20 °C hasta su uso. La integridad del ADN se analizó en un gel 

de agarosa al 1 % teñido con bromuro de etidio. 

6.6 PCR simple y anidada 

     Se realizó la PCR simple a partir de los iniciadores TB1-F, 5’GAACAATCCGGAGTT 

GACAA3’ y TB1-R, 5’AGCACGCTGTCAATCATGTA3’ (Invitrogen, D.F., México), que 

amplifican una región de 372 pb del gen que codifica para la proteína de secreción MPB70, 

presente en los miembros del complejo M. tuberculosis (Cousins et al, 1991). La PCR para 

un volumen final de reacción de 25 µl se efectuó con 2.5 ρM de cada iniciador, 12.5 µl 

(250 U) del ‘’Master mix’’ (AmpliTaq Gold PCR Master Mix, Roche, New Jersey, USA) y 

5 µl de muestra. Las condiciones para 35 ciclos de amplificación (Perkin Elmer, GeneAmp 

PCR System 2400) fueron: precalentamiento a 96 °C por 15 min, desnaturalización a 94 °C 

por 30 seg, alineación e hibridación a 58 °C por 30 seg, extensión a 72 °C por 1 min y 

extensión final a 72 °C 5 min. Como control positivo, se utilizó el ADN de un aislado de M. 
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bovis proveniente de un bovino tuberculoso, mientras que agua inyectable se usó como 

control negativo. Los productos de PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1.5 %, 

teñidos con bromuro de etidio, conjuntamente con marcadores de peso molecular (Amresco 

K180-250 UL, 100 pb) y la reacción se visualizó utilizando un analizador de geles (UVP 

Biolmaging Systems, Epi Chemi II Darkroom). 

     Se realizó la PCR anidada a partir de los iniciadores M22/3, 5’GCTGACGGCTGCACT 

GTCGGGC3’ y M22/4, 5’CGTTGGCCGGGCTGGTTTGGCC3’ (Invitrogen, D.F., 

México), que amplifican una región interna de 208 pb del segmento de 372 pb del gen 

MPB70 (Estrada-Chávez et al., 2004). La PCR para un volumen final de reacción de 25 µl 

se efectuó con 2.5 ρM de cada iniciador, 12.5 µl (250 U) del ‘’Master mix’’ (AmpliTaq 

Gold PCR Master Mix, Roche, New Jersey, USA) y 5 µl de producto de la PCR simple. 

Las condiciones para 25 ciclos de amplificación fueron: precalentamiento a 96°C por 12 

min, desnaturalización a 94 °C por 30 seg, alineación e hibridación a 71 °C por 30 seg, 

extensión a 71 °C por 30 seg y extensión final a 72 °C 10 min. Los productos de PCR se 

analizaron en geles de agarosa al 1.5 %, teñidos con bromuro de etidio, conjuntamente con 

marcadores de peso molecular y la reacción se visualizó utilizando un analizador de geles. 

6.7 Citometría de flujo 

     Se colocaron 2 ml de sangre completa periférica heparinizada en placas de cultivo de 24 

pozos (Nunclon, Roskilde, Denmark). El primer pozo se estimuló con 7 g/ml de EPFC de 

M. bovis y el segundo se usó como control sin estimulación. Los cultivos de sangre se 

incubaron 24 h a 37 °C en una atmosfera humedad al 5 % de CO2, la sangre se colectó y los 

eritrocitos se lisaron durante 15 min con una solución de lisis conteniendo cloruro de 

amonio. Las células se lavaron 3 veces con PBS y se resuspendieron en 1 ml de PBS para 

realizar la cuantificación y verificar la viabilidad celular mediante azul tripano. La 

concentración celular se ajustó a 500 000 células/tubo en una solución de PBS conteniendo 

0.2 % de albumina fetal bovina y 0.2 % azida de sodio (PBA). Las células se incubaron con 

el anticuerpo primario de ratón anti-bovino a temperatura ambiente durante 20 min. Se 

utilizaron los anticuerpos monoclonales primarios siguientes: CACTB32A (IgG1, WC1), 

CACT138A (IgG1, CD4), BAT82A (IgG1, CD8), CACT108A (IgG2a, CD25) de VMRD 

INC (Pullman, WA, USA). Después de lavar con PBA, las células se incubaron con el 
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anticuerpo secundario conjugado, ya sea con isotiocianato de fluoresceína (FITC) o 

ficoeritrina (PE) (115-095-205 o 115-115-206, Jackson ImmunoResearch; Baltomore Pike, 

USA), durante 20 min en la oscuridad a temperatura ambiente. Las células marcadas se 

lavaron y se dejaron en 50 µl de paraformaldehido al 1% y posteriormente, se analizaron 

con un citómetro de flujo FACS Calibur (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, 

USA). Las subpoblaciones de linfocitos T se identificaron a partir de una gráfica de tamaño 

celular contra complejidad celular y 10 000 células se adquirieron por muestra. Los datos se 

analizaron mediante el Software FlowJo 7.6.1 (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA). El 

porcentaje de células positivas se determinó a partir de alícuotas controles de células en los 

cuales se omitió poner el anticuerpo primario (Smyth et al., 2001; Sopp et al., 2006).  

     El marcaje intracelular se realizó de la misma manera, sin embargo, se agregaron 10 

μg/ml de brefeldina A en las últimas 4 h de incubación. Además, las células se 

permeabilizaron 5 min con una solución de saponina antes del marcaje. Los anticuerpos 

monoclonales siguientes se utilizaron: MCA2371 (IgG2a, IL-4), MCA2111EL (IgG1, IL-

10), MCA1783F (IgG1, IFN-γ-FITC) y MCA928F (Anti-IgG1), todos provenientes de 

AbD SEROTEC (Kidlington, Oxford, UK). Todos los anticuerpos primarios y secondarios 

se titularon con el propósito de determinar la concentración a utilizar. 

6.8 Análisis estadístico 

     Se realizaron análisis de normalidad de los datos y homogeneidad de varianzas para 

cada prueba. Todos los resultados se analizaron mediante la prueba t de Student, evaluando 

la igualdad entre las medias de dos grupos con varianzas iguales. La comparación de los 

resultados de la PCR anidada se realizó mediante la prueba exacta de Fisher. En ambas 

pruebas estadísticas efectuadas, el valor de p < 0.05 se consideró como significativo. 

     Para la selección de las becerras al comienzo del estudio mediante la prueba de ELISA, 

se realizó una curva receiver operator characteristic (ROC) para determinar el punto de 

corte de la prueba. Se obtuvo un punto de corte de DO492 nm = 0.370. Por lo tanto, un suero 

se consideró negativo cuando la DO492nm  ≤ 0.370. 
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VII.   RESULTADOS 

7.1 Ensayo de IFN-γ 

     En las figuras 1 y 2, se observa un incremento de la producción de IFN-γ hacia el PPD 

aviar y el PPD bovino del día 7 al día 60 en animales vacunados. Sin embargo, debido a la 

alta variación de los niveles de IFN-γ entre individuos, se observa una diferencia estadística 

entre ambos grupos solamente al día 30 post-vacunación (p = 0.0087) para el PPD aviar y a 

los días 21 (p = 0.0239) y 30 (p = 0.0229) para el PPD bovino. Se encontró un valor 

promedio de 0.64 hacia el PPD bovino al día 21 en animales vacunados (DO450 nm = 0.13 en 

animales controles), mientras que el nivel más alto de la citocina se observó al día 30, tanto 

en sangre estimulada con el PPD aviar con una DO450 nm = 0.96, como con el PPD bovino 

con una DO450 nm = 0.99 (DO450 nm de 0.11 y 0.18 en animales controles respectivamente). 

No se encontraron incrementos significativos en animales controles. No se observó un 

incremento de los niveles de IFN-γ después de la aplicación de las PCCT (días 90 y 210). 

Figura 1. Producción de IFN-γ en sangre completa estimulada con PPD aviar de becerras 

vacunadas con BCG y contoles en diferentes tiempos. Los valores representan la DO450nm 

obtenida con el PPD aviar menos la DO450nm sin estímulo. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

La estrella indica diferencia estadística significativa entre ambos grupos (p < 0.05). 
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Figura 2. Producción de IFN-γ en sangre completa estimulada con PPD bovino de becerras 

vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Los valores representan la DO450nm 

obtenida con el PPD bovino menos la DO450nm sin estímulo. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

Las estrellas indican diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p < 

0.05). 

 

     No se observó diferencia significativa en los niveles de IFN-γ hacia ESAT-6 y CFP-10 

entre animales vacunados y no vacunados durante todo el estudio (Fig. 3 y 4). Las curvas 

de producción de IFN-γ hacia ambas proteínas son muy similares, sin embargo, el antígeno 

ESAT-6 induce niveles más altos de la citocina que CFP-10. En general, los niveles de 

IFN-γ hacia ambos antígenos son muy bajos, inferiores o cerca a una DO450 nm de 0.1. No 

obstante, se observó un incremento hacia ambos antígenos al día 30, debido a la producción 

de IFN-γ muy elevada de un animal vacunado (# 2970), con una  DO450 nm de 0.82 hacia 

ESAT-6 y de 0.15 hacia CFP-10. Un segundo animal vacunado mostró niveles de IFN-γ 

hacia ESAT-6 superiores a los demás en los días 7 y 15 (DO450 nm de 0.2 y 0.17 

respectivamente). Después de cada incremento, los niveles de IFN-γ regresaron a niveles 

basales hasta el fin del estudio. De la misma manera, en animales no vacunados, se observó 

una producción de IFN-γ media-alta y sostenida hacia ESAT-6 en 2 animales, el primero (# 

2926) desde el comienzo del estudio hasta el día 30 (DO450 nm de 0.42, 0.28, 0.25, 0.18 y 

0.15 respectivamente) y el segundo (# 173) del día 7 al día 21 (DO450 nm de 0.18, 0.13 y 

0.29 respectivamente). Los niveles no volvieron a subir durante el resto del estudio. Por lo 

tanto, la producción de la citocina hacia ambos antígenos es intermitente tanto en animales 

vacunados como controles y la vacunación no sensibilizó el sistema inmune de los animales 
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a los antígenos. No se observó un incremento de la citocina después de la aplicación de las 

PCCT (días 90 y 210 post-vacunación). 

Figura 3. Producción de IFN-γ en sangre completa estimulada con ESAT-6 de becerras 

vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Los valores representan la DO450 nm 

obtenida con ESAT-6 menos la DO450 nm sin estímulo. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

Figura 4. Producción de IFN-γ en sangre completa estimulada con CFP-10 de becerras 

vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Los valores representan la DO450 nm 

obtenida con CFP-10 menos la DO450 nm sin estímulo. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

 

          No se observó diferencia significativa entre ambos grupos en los niveles de IFN-γ 

inducidos por el PWM o en sangre no estimulada, representando el control positivo y 

negativo de la prueba respectivamente (Fig. 5). Se observaron respuestas similares, muy 
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fuertes y heterogéneas hacia el mitógeno en ambos grupos de animales, con el nivel más 

alto al día 60 post-vacunación. La fuerte disminución de los niveles de IFN-γ al día 90 en 

un animal permitió detectar un problema general de salud, el cual falleció una semana 

después (datos no mostrados). En sangre no estimulada, los niveles de IFN-γ se 

mantuvieron bajos durante todo el estudio en ambos grupos. No se observó un incremento 

de la citocina después de la aplicación de las PCCT en ambos grupos de animales, tanto en 

sangre estimulada con PWM como en sangre no estimulada (días 90 y 210). 

Figura 5. Producción de IFN-γ en sangre completa estimulada con PWM o no estimulada 

de becerras vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Los valores representan 

la DO450 nm obtenida con PWM menos la DO450 nm sin estímulo o la DO450 nm sin estímulo. 

Las barras representan las desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican 

la aplicación de la PCCT. 

 

7.2 Prueba cervical comparativa de la tuberculina (PCCT)  

     Se realizó la PCCT a los 90 y 210 días post-vacunación (tablas 1 y 2 respectivamente). 

No se encontró diferencia significativa entre grupos en ambas pruebas aplicadas. Al día 90, 

todos los animales, tanto vacunados como no vacunados fueron negativos (tabla 1). En la 

PCCT realizada al día 210, dos animales vacunados fueron sospechosos (tabla 2), de los 

cuales uno fue fuertemente positivo a ESAT-6 y CFP-10 al día 30 del estudio.  

 

 

 



49 

 

Tabla 1. PCCT de becerras vacunadas con BCG y no vacunadas a los 90 

días post-vacunación 

 

Grupos No. 

Animal 

PPD 

aviar* 

(mm) 

PPD 

bovino* 

(mm) 

Interpretación** 

BCG 

(n=5) 

367 0 0 - 

764 0 1 - 

2545 1 1 - 

2700 0 0 - 

2970 0 0 - 

Control 

(n=5) 

105 0 0 - 

173 0 0 - 

979 1 1 - 

2926 0 0 - 

3172 0 0 - 
* Incremento del grosor de la piel (grosor a 72 h menos grosor al día de la inoculación); 
**Interpretación estándar (NOM, 1995). 

 
Tabla 2. PCCT de becerras vacunadas con BCG y no vacunadas a los 210 

días post-vacunación 

 

Grupos No. 

Animal 

PPD 

aviar* 

(mm) 

PPD 

bovino* 

(mm) 

Interpretación** 

BCG 

(n=5) 

367 0 1 - 

764 1 3 S 

2545 † † † 

2700 3 2 - 

2970 2 3 S 

Control 

(n=5) 

105 0 2 - 

173 1 2 - 

979 1 2 - 

2926 0 0 - 

3172 1 2 - 
* Incremento del grosor de la piel (grosor a 72 h menos grosor al día de la inoculación); 
**Interpretación estándar (NOM, 1995). S: animal sospechoso; † El animal murió de diarrea. 

7.3 ELISA-detección de IgG 

     En las figuras 6 y 7 se muestran las gráficas de las cinéticas de anticuerpos (IgG totales) 

de ambos grupos de animales hacia antígenos de M. avium y M. bovis respectivamente. No 

se encontró diferencia significativa entre ambos grupos tanto con el EPFC de M. avium 

como el de M. bovis. El nivel de anticuerpos hacia M. avium o M. bovis fue bajo tanto en 
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animales vacunados como no vacunados hasta la aplicación de la PCCT (días 90 y 210 

post-vacunación), después de la cual, se observaron incrementos en ambos grupos de 

animales (10 días post-PCCT). Las becerras tienen anticuerpos preferentemente hacia M. 

bovis que M. avium y en general, los niveles de anticuerpos hacia M. bovis son ligeramente 

más altos en el grupo de animales vacunados durante todo el estudio. Sin embargo, no se 

encontró diferencia significativa entre los dos grupos.   

Figura 6. Niveles de anticuerpos hacia el EPFC de M. avium en sueros de becerras 

vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

Las líneas verdes inferior y superior representan los controles negativo y positivo de la 

prueba respectivamente.   

Figura 7. Niveles de anticuerpos hacia el EPFC de M. bovis en sueros de becerras 

vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

Las líneas verdes inferior y superior representan los controles negativo y positivo de la 

prueba respectivamente.  
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7.4 PCR simple y anidada  

     En el presente estudio, no se encontraron muestras positivas con la PCR simple del gen 

MPB70 (datos no mostrados). Sin embargo, al día 0 del experimento, tres becerras que se 

vacunaron obtuvieron resultados positivos mediante la PCR anidada. Al día 30 post-

vacunación, un animal no vacunado fue positivo a la prueba, mientras que las becerras 

positivas al día 0 fueron negativas al día 30. Los días 60 y 90 representan los días con más 

muestras positivas, 7 y 5 respectivamente, probablemente debido a un cambio de corral de 

las becerras, al lado de animales adultos segregados. Un segundo cambio de corral se hizo 

antes del día 150 y coincide con una disminución de muestras positivas (3) a los días 150 y 

210. Ninguna becerra fue positiva a todas las tomas de muestras y una sola becerra no 

vacunada (# 105) fue negativa durante todo el estudio. Se observó una frecuencia de 

muestras positivas superior en animales vacunados, sin embargo, no hubo diferencia 

significativa entre ambos grupos. 

 

Tabla 3. PCR anidada de exudado nasal de becerras vacunadas con BCG y 

controles en diferentes tiempos 

Grupos No. 

Animal 

 

0‡ 

 

30 

 

60 

 

90 

 

150 

 

210 

BCG 

(n=5) 

367 + - + - - + 

764 + - + + - - 

2545 - - + * * * 

2700 + - - + + + 

2970 - - - + + - 

Control 

(n=5) 

105 - - - - - - 

173 - - + + - - 

979 - - + - + + 

2926  - + + - - - 

3172 - - + + - - 
‡ Día de la vacunación; * El animal murió de diarrea. 
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Figura 8.  Detección del gen MPB70 mediante la PCR anidada a partir de muestras de 

exudados nasales de becerras vacunadas con BCG y controles al día 60 post-vacunación. 

Carril 2: peso molecular; Carriles 4-13: muestras de exudado nasal de las becerras (carriles 

4-8: becerras vacunadas, carriles 9-13: becerras controles); Carriles 15 y 18: control 

negativo (agua inyectable) de la PCR anidada y simple respectivamente; Carriles 16 y 19 

control positivo (M. bovis) de la PCR anidada y simple respectivamente.  

 

 

7.5 Citometría de flujo  

7.5.1 Subpoblaciones de células T WC1+, CD4+ y CD8+ 

    No se encontró diferencia estadísticamente significativa entre los porcentaje de células T 

γδ WC1+ de ambos grupos (Fig. 9). Los porcentajes son similares entre los dos grupos y la 

variación entre cada individuo es muy grande. Por lo tanto, la vacunación no indujo 

variaciones en esas células. La aplicación de las PCCT no incrementó los porcentajes de 

células T γδ WC1+ en ambos grupos de animales. 
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Figura 9. Porcentaje de linfocitos T γδ WC1+ en sangre completa de becerras vacunadas 

con BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las desviaciones 

estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT.  

 

     No se encontró diferencia significativa entre los porcentajes de células T CD4+ de 

ambos grupos (Fig. 10). Al igual que lo observado en células T γδ WC1+, los porcentajes de 

las células T CD4+ son muy similares entre ambos grupos y la variación entre cada 

individuo es muy grande. Por lo tanto, la vacunación no indujo variaciones en esas células. 

La aplicación de las PCCT no incrementó los porcentajes de células T CD4+. 

Figura 10. Porcentaje de linfocitos T CD4+ en sangre completa de becerras vacunadas con 

BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las desviaciones estándares 

de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

 

     En la subpoblación de células T CD8+ (Fig. 11), se observaron incrementos significativos 

en animales vacunados a los días 15, 21, y 30 post-vacunación (p = 0.0105, 0,0047 y 0.0098 
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respectivamente). Al día 60, los porcentajes de células T CD8+ bajan en animales 

vacunados, sin embargo, la diferencia sigue siendo significativa en comparación con los 

animales controles (p = 0.0091). Se encontró 1.64, 1.53, 1.62 y 1.32 veces más células T 

CD8+ en animales vacunados en comparación con animales controles a los días 15, 21, 30 y 

60 respectivamente. La aplicación de las PCCT no incrementó los porcentajes de células T 

CD8+ en ambos grupos de animales. Al fin del estudio (día 220), ambos grupos de animales 

muestran porcentajes muy similares. 

Figura 11. Porcentaje de linfocitos T CD8+ en sangre completa de becerras vacunadas con 

BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las desviaciones estándares 

de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. Las estrellas indican 

diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p < 0.05). 

 

7.5.2 Activación de las células T WC1+, CD4+ y CD8+  

     La figura 12 representa un ejemplo de las graficas de citometría de flujo evaluando la 

activación de diferentes subpoblaciones de células T (WC1+, CD4+ y CD8+) en sangre 

completa de un animal vacunado con BCG después de 24 h de cultivo con un CFPE M. 

bovis. 



55 

 

Figura 12. Graficas representativas de citometría de flujo evaluando la activación (CD25+) 

de diferentes subpoblaciones de células T (WC1+, CD4+ y CD8+) en sangre completa de un 

animal vacunado con BCG al día 21 del experimento después de 24 h de cultivo con un 

CFPE M. bovis. 

     No se encontró diferencia significativa en los porcentajes de células T γδ WC1+ 

activadas circulantes entre ambos grupos (Fig. 13). Los porcentajes son muy similares 

durante todo el estudio. Se observa una disminución de la expresión de CD25 hasta el día 

15 en animales vacunados y hasta el día 21 en animales controles. En ambos grupos, se 

observa un incremento de la activación celular al día 30 y una disminución al día 60. Cabe 

mencionar que el nivel de activación de las células T γδ WC1+ circulantes es alto tanto en 

animales vacunados como no vacunados. Tres días después de la primera PCCT (día 90), se 

observa un fuerte incremento de la activación de las células T γδ WC1+ en ambos grupos de 

animales, seguido de una disminución hasta el día 210. Diez días después de la segunda 

PCCT (día 220), la activación celular vuelve a subir en ambos grupos de animales. 

Figura 13. Porcentajes de linfocitos T γδ WC1+ activados (CD25+) en sangre completa de 

becerras vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT.  
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 La activación de las células T CD4+ en sangre periferica es muy similar tanto en animales 

vacunados como no vacunados y no se encontró diferencia estadísticamente significativa 

entre ambos grupos (Fig. 14). Desde el principio del experimento hasta el día 60, la 

expresión de CD25 en células T CD4+ es constante, alrededor de 10 % en los dos grupos de 

animales. Se perciben ligeros incrementos en ambos grupos de animales (días 90, 150 y 

220), probablemente debido a la aplicación de las PCCT.   

Figura 14. Porcentajes de linfocitos T CD4+ activados (CD25+) en sangre completa de 

becerras vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

 

     En cuanto a la activación celular de las células T CD8+ circulantes, no se encontró 

diferencia significativa entre ambos grupos hasta el día 220 post-vacunación (Fig. 15). Al 

día 0, la activación de las células T CD8+ se encuentra alta en los 2 grupos y baja hasta el 

día 15 en animales vacunados y el día 21 en animales controles. Se observa un incremento 

al día 30 en ambos grupos, seguido de una disminución entre los días 60 y 100. Al día 150, 

se percibe un incremento en ambos grupos de animales que se podría atribuir a la 

aplicación de la primera PCCT (día 90). Los niveles de expresión de CD25 bajan al día 210 

y vuelven a subir al día 220, diez días después de la aplicación de la segunda PCCT, con 

una expresión significativamente más alta (1.91 veces) en el grupo vacunado (p = 0.0275). 
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Figura 15. Porcentajes de linfocitos T CD8+ activados (CD25+) en sangre completa de 

becerras vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

La estrella indica diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p < 0.05). 

     No se encontró diferencia significativa en los porcentajes de células T γδ WC1+ 

activadas entre ambos grupos (Fig. 16). La activación celular fue alta tanto en animales 

vacunados como no vacunados. Se detectaron algunos incrementos (días 30, 90 y 220), que 

no se pueden atribuir a un efecto de la vacuna, ya que se observaron en ambos grupos de 

animales. No se observaron incrementos de las células T γδ WC1+ activadas después de la 

aplicación de las PCCT, probablemente debido a que la simple estimulación antigénica 

activó a la mayoría de las células, impidiendo detectar algún otro tipo de efecto. 

Figura 16. Porcentajes de linfocitos T γδ WC1+ activados (CD25+) en sangre completa 

estimulada con un EPFC de M. bovis de becerras vacunadas con BCG y controles en 

diferentes tiempos. Las barras representan las desviaciones estándares de los promedios. 

Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 



58 

 

     En animales vacunados, la activación de las células T CD4+ incrementó desde el día 7 

hasta el día 30, con diferencias significativas al día 21 (p = 0.0308) y 30 (p = 0.0113) en 

comparacion con el grupo control (Fig. 17). Hay 1.70 y 1.94 veces más células T CD4+ 

activadas en animales vacunados que controles al dia 21 y 30 respectivamente. La 

aplicación de las PCCT no incrementó los porcentajes de células T CD4+ activadas. 

Figura 17. Porcentajes de linfocitos T CD4+ activados (CD25+) en sangre completa 

estimulada con un EPFC de M. bovis de becerras vacunadas con BCG y controles en 

diferentes tiempos. Las barras representan las desviaciones estándares de los promedios. 

Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. Las estrellas indican diferencia 

estadísticamente significativa entre ambos grupos (p < 0.05).     

 

     La expresión de CD25 en las células T CD8+ fue máximo al día 0 y bajó 

progresivamente hasta el día 15 en animales vacunados y hasta el día 21 en animales no 

vacunados (Fig 18). La activación celular vuelve a subir significativamente a los días 21 y 

30 en animales vacunados (p = 0.0019 y p = 0.0149 respectivamente). Hay 2.3 y 1.78 veces 

más células T CD8+ activadas en animales vacunados a los días 21 y 30 respectivamente. 

Al día 100, los porcentajes de células T CD8+/CD25+ son iguales en ambos grupos. Se 

observó un incremento de la activación celular al día 150 en los dos grupos de estudio, 

probablemente debido a la primera PCCT (día 90). Después, los porcentajes bajan (día 210) 

y vuelven a subir (día 220), después de la segunda PCCT (día 210). 
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Figura 18. Porcentajes de linfocitos T CD8+ activados (CD25+) en sangre completa 

estimulada con un EPFC de M. bovis de becerras vacunadas con BCG y controles en 

diferentes tiempos. Las barras representan las desviaciones estándares de los promedios. 

Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. Las estrellas indican diferencia 

estadísticamente significativa entre ambos grupos (p < 0.05).     

 

7.5.3 Producción de citocinas (IFN-γ, IL-10 e IL-4) en linfocitos 

     La figura 19 representa un ejemplo de las graficas de citometría de flujo evaluando la 

expresión de diferentes citocinas (IFN-γ, IL-10 e IL-4) en linfocitos de sangre completa de 

un animal no vacunado después de 24 h de cultivo con un CFPE M. bovis. 

   
Figura 19. Graficas representativas de citometría de flujo evaluando la expresión de 

citocinas (IFN-γ, IL-10 e IL-4) en linfocitos de sangre completa de un animal no vacunado 

al día 90 del experimento después de 24 h de cultivo con un CFPE M. bovis. 

 

     No se encontró diferencia significativa en la expresión de IFN-γ en linfocitos de sangre 

periférica entre ambos grupos de animales durante el estudio (Fig. 20). La variación de la 
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expresión de esta citocina es muy grande entre cada individuo. Los valores promedios se 

mantienen entre 0.084 y 0.266 %. La aplicación de las PCCT no incrementó los porcentajes 

de linfocitos expresando IFN-γ. 

Figura 20. Porcentajes de linfocitos expresando IFN-γ en sangre completa de becerras 

vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT.  

 

     En la figura 21, se pueden observar valores de IL-10 muy bajos entre los días 0 y 21 en 

ambos grupos de animales. Sin embargo, a partir del día 30, los valores suben y se 

mantienen alrededor de 0.15 % hasta el día 150 en animales vacunados y hasta el fin del 

estudio en animales controles. La aplicación de la primera PCCT (día 90) no incrementó 

significativamente los niveles de IL-10, mientras que la segunda PCCT (día 210) 

incrementó la expresión de IL-10 en animales no vacunados al día 220 (p = 0.0422), con 

2.13 veces más linfocitos expresando la citocina. 
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Figura 21. Porcentajes de linfocitos expresando IL-10 en sangre completa de becerras 

vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

La estrella indica diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p < 0.05).  

     La expresión de IL-4 es nula o baja en ambos grupos de animales entre los días 0 y 15 

(Fig. 22). Sin embargo, su expresión sube en los dos grupos al día 21 y vuelve a bajar entre 

los días 30 y 100 post-vacunación. Se observó una diferencia significativa al día 150 entre 

ambos grupos de animales (p = 0.0439), ya que la expresión de IL-4 subió solamente en 

animales controles, con 5.76 veces más de linfocitos expresando la citocina, probablemente 

debido a la aplicación de la primera PCCT al día 90. Después, la expresión de IL-4 vuelve a 

bajar hasta el día 220, regresando a valores similares a los de los animales vacunados. 

Figura 22. Porcentajes de linfocitos expresando IL-4 en sangre completa de becerras 

vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Las barras representan las 

desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la aplicación de la PCCT. 

La estrella indica diferencia estadísticamente significativa entre ambos grupos (p < 0.05). 
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     No se observó diferencia estadísticamente significativa en la expresión de IFN-γ entre 

ambos grupos de animales después de la estimulación de la sangre con antígenos de M. 

bovis (Fig. 23). Al igual que en sangre no estimulada, la variación de los porcentajes de la 

citocina es muy alta entre cada individuo y los promedios de los porcentajes se mantienen 

entre 0.055 y 0.318 %. En ambos grupos de becerras, los valores son constantes hasta el día 

60. En animales vacunados, los porcentajes de IFN-γ suben y alcanzan su mayor expresión 

tres días después de la primera PCCT (día 90), mientras que en animales no vacunados, se 

observó un incremento del día 90 al día 150, para después disminuir hasta el día 210 en 

animales vacunados y hasta el día 220 en animales controles. Los porcentajes de la citocina 

vuelven a subir después de la segunda PCCT (día 220) solamente en animales vacunados. 

Figura 23. Porcentajes de linfocitos expresando IFN-γ en sangre completa estimulada con 

un EPFC de M. bovis de becerras vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. 

Las barras representan las desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican 

la aplicación de la PCCT. 

 

     Al igual que en sangre no estimulada (Fig. 21), los valores de IL-10 en sangre 

estimulada son muy bajos entre los días 0 y 21 y se observa un incremento al día 30 en 

ambos grupos de animales (Fig. 24). Sin embargo, la expresión de IL-10 sigue subiendo en 

animales controles al día 60 (p = 0.0011), a diferencia de en animales vacunados, con 2.79 

veces más células expresando la citocina. La primera PCCT (día 90) provocó un 

incremento de la expresión de la citocina, la cual bajó al día 100 y vuelve a subir al día 150 

en los dos grupos. La inoculación de la segunda PCCT (día 210) provocó un incremento 
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significativo de los niveles de IL-10 al día 220 en animales controles (p = 0.0415), al igual 

que en sangre no estimulada, con 2.14 veces más linfocitos expresando la citocina.   

Figura 24. Porcentajes de linfocitos expresando IL-10 en sangre completa estimulada con 

un EPFC de M. bovis de becerras vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. 

Las barras representan las desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican 

la aplicación de la PCCT. Las estrellas indican diferencia estadísticamente significativa 

entre ambos grupos (p < 0.05).  

 

     La expresión de IL-4 es muy similar en sangre estimulada con antígenos 

micobacterianos (Fig. 25) y no estimulada (Fig. 22) del día 0 a 60, con niveles muy bajos 

de la citocina entre los días 0 a 15, un fuerte incremento al día 21 y porcentajes bajos en los 

días 30 y 60. Sin embargo, la aplicación de la primera PCCT provocó un incremento de IL-

4 al día 90 en ambos grupos de animales. Los porcentajes vuelven a bajar al día 100 y se 

observó un incremento significativo al día 150 en animales controles (p = 0.0149), al igual 

que en sangre no estimulada, con 3.21 veces más linfocitos que expresan la citocina, en 

comparación con los animales vacunados. Los niveles regresan a valores muy similares a 

los de los animales vacunados en los días 210 y 220. 
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Figura 25. Porcentajes de linfocitos expresando IL-4 en sangre completa estimulada con un 

EPFC de M. bovis de becerras vacunadas con BCG y controles en diferentes tiempos. Las 

barras representan las desviaciones estándares de los promedios. Los triángulos indican la 

aplicación de la PCCT. La estrella indica diferencia estadísticamente significativa entre 

ambos grupos (p < 0.05).  
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VIII. DISCUSIÓN 

     En el presente estudio, se evaluó la respuesta inmune inducida por la vacuna BCG Phipps 

en becerras neonatas, en un hato de alta prevalencia de TBb y se analizó la utilidad de 

algunas pruebas diagnósticas de TBb en condiciones naturales de campo. Existen pocos 

reportes que determinan la actividad de la BCG y la utilidad de pruebas diagnósticas de 

TBb, usando animales infectados como fuente de transmisión de la enfermedad y bajo 

condiciones rutinarias de manejo del hato. En estos estudios, una alta tasa de transmisión es 

requerida, lo cual se logró por la alta prevalencia de la enfermedad en el hato (40 %). 

     La vacunación con BCG de bovinos neonatos es asociada a una respuesta inmune de tipo 

Th1, importante para la inducción de la protección (Hope et al., 2011). Los bovinos son 

inmunocompetentes al nacer y normalmente, muestran una respuesta hacia el PPD aviar a 

las 6 semanas de edad. Se ha reportado que la vacunación del ganado con respuestas pre-

existentes hacia las micobacterias ambientales es menos efectiva que en animales no 

sensibilizados (Buddle et al., 2002b). Por lo tanto, en el presente trabajo, se vacunaron 

bovinos neonatos, evitando cualquier interferencia con las micobacterias ambientales en el 

desarrollo de la inmunidad inducida por la BCG, lo cual se demostró mediante las respuestas 

de IFN-γ bajas hacia el PPD aviar antes de la vacunación (día -15). 

     Recientemente, se ha demostrado que la BCG representa una vacuna potente contra la 

TBb en condiciones de campo (Ameni et al., 2010), confirmando los resultados de varios 

estudios de desafíos experimentales (Buddle et al., 2005c; Hope et al., 2005a; Vordermeier 

et al., 2006). Sin embargo, a diferencia de los estudios experimentales, en los cuales la 

vacunación con BCG disminuye la patología sin inducir una protección completa, se 

demostró en condiciones naturales, que la BCG disminuye el número de animales con 

lesiones y positivos al cultivo bacteriológico, a pesar de la exposición continua a M. bovis 

(Ameni et al., 2010). Explican que podría ser debido a la exposición a dosis infecciosas más 

altas en desafíos experimentales. Por lo tanto, estos resultados son alentadores y destacan la 

utilidad potencial de la vacuna BCG en programas de control de la TBb, particularmente en 

países en desarrollos, donde el sacrificio de los animales positivos es costoso.  

     En el presente trabajo, se evaluó la producción de IFN-γ inducida por los PPDs aviar y 

bovino en animales vacunados con BCG y controles durante un periodo de 7 meses, una 

evaluación que se hace frecuentemente en vacunas contra de la TBb. Se ha reportado que los 
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niveles de IFN-γ incrementan entre 2 a 4 semanas post-vacunación y disminuyen a partir de 

la semana 5 (Buddle et al., 1995a,b; Vordermeier et al., 2002; Hope et al., 2005a, 2011), 

similar a lo encontrado en el presente trabajo, en el cual se observó un incrementó 

significativo en la semana 4 hacia el PPD aviar y en las semanas 3 y 4 hacia el PPD bovino, 

demostrando que la vacunación indujo la producción de una citocina de tipo Th1 y que la 

respuesta está dirigida hacia una IMC. La amplitud de la respuesta es muy similar hacia 

ambos antígenos y se ha demostrado que la mayoría de los animales vacunados con BCG 

producen respuestas de IFN-γ hacia ambos PPDs (Buddle et al., 1999; Hope et al., 2005a), 

debido a que poseen antígenos compartidos entre micobacterias ambientales y patógenas.  

     No se pudo evaluar el grado de protección inducido por la vacuna en el presente estudio, 

sin embargo, se ha reportado que las vacunas más efectivas contra la TBb inducen 

respuestas específicas de IFN-γ (Black et al., 2002). No todas las vacunas que inducen IFN-γ 

resultan protectoras contra la TBb, no obstante, las vacunas que no estimulan su producción 

invariablemente no protegen. Por ejemplo, la vacunación de animales con BCG Danesa 

indujo un nivel similar de protección que la BCG Pasteur, a pesar de tener una respuesta de 

IFN-γ significativamente inferior (Wedlock et al., 2007), demostrando que los niveles de 

IFN-γ inducidos no correlacionan necesariamente con la protección. Por otro lado, un 

estudio de vacunación con BCG realizado bajo condiciones de campo demostró que una 

respuesta de IFN-γ hacia el PPD bovino se detectó 2 semanas post-vacunación solamente en 

becerras sin lesiones. No detectaron incrementos de la citocina en animales vacunados con 

lesiones o no vacunados (Ameni et al., 2010), demostrando que solamente los animales 

protegidos produjeron IFN-γ. En el presente trabajo, las respuestas fueron muy variada entre 

cada individuo (día 30), con niveles altos de DO450nm en 3 animales (1.22, 1.24 y 1.67), poco 

incremento en un animal (0.06) y una producción intermedia (0.74) en el animal restante 

(datos no mostrados), demostrando que el sistema inmune de cada animal reacciona de 

manera diferente frente a la vacunación. Consecuentemente, es importante evaluar los 

niveles IFN-γ inducidos por la vacunación en cada animal 2-4 semanas post-vacunación, ya 

que no todos desarrollan una IMC y resultan protegidos por la vacuna. 

     La prueba de la tuberculina representa una prueba in vivo que puede influir en el 

diagnóstico in vitro de la TBb. La PCCT se aplicó a los 90 y 210 días post-vacunación y las 

muestras de sangre se tomaron 3 y 10 días después de la aplicación de la prueba, con la 
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finalidad de determinar si el tiempo de toma de muestra influía sobre diversos parámetros. 

No se detectaron cambios en la producción de IFN-γ in vitro hacia los PPDs después de la 

PCCT en los 2 grupos. Varios estudios han investigado la influencia de las pruebas de la 

tuberculina sobre las respuestas de IFN-γ en sangre (Rothel et al., 1990b; De La Rua-

Domenech et al., 2006). En ganado infectado con M. bovis, un incremento en el nivel de 

IFN-γ hacia el PPD bovino se observó 3 días después de la prueba caudal, el cual regresó a 

un nivel basal 10 días post-tuberculina (Whipple et al., 2001; Palmer et al., 2006; Coad et 

al., 2010). En animales infectados naturalmente, la PCCT no afectó la producción de IFN-γ 

a los 3 y 10 días post-PCCT (Doherty et al., 1995; Gormley et al., 2004; Coad et al., 2007, 

2010), correlacionando con el presente estudio. El incremento de la producción de IFN-γ in 

vitro después de la prueba caudal y la ausencia de respuesta ante la PCCT han conducido a 

varios debates y sería interesante investigar las bases de estas diferencias.  

     La vacunación con BCG puede comprometer el diagnóstico de la TBb basado en la 

prueba de la tuberculina (Buddle et al., 1995a, 1999; Vordermeier et al., 1999), razón por la 

cual su uso en ganado es prohibido actualmente en las campañas de control. El ensayo de 

IFN-γ se utiliza como prueba diagnóstica complementaria a la prueba de la tuberculina y 

puede fácilmente modificarse agregando antígenos específicos que pueden diferenciar 

animales vacunados de infectados (Pollock et al., 2001; Vordermeier et al., 2001b; Whelan 

et al., 2010). Durante la última década, han existido avances en la identificación de 

antígenos diferenciales (Mahairas et al., 1996; Behr et al., 1999; Gordon et al., 1999). Dos 

proteínas se han identificado, ESAT-6 y CFP-10 (Pollock y Andersen 1997a,b), ambas 

codificadas por genes de la región RD1 del genoma de las micobacterias patógenas y 

ausentes del genoma de todas las cepas de BCG y de la mayoría de las micobacterias 

ambientales (Mahairas et al., 1996; Behr et al., 1999; Gordon et al., 1999; Garnier et al., 

2003). Cuando se utilizan como antígenos de diagnóstico, han demostrado discriminar el 

ganado vacunado de infectado (Buddle et al., 1999; Vordermeier et al., 1999, 2001b).  

     En el presente trabajo, se utilizaron los antígenos ESAT-6 y CFP-10 en la prueba de 

IFN-γ para diferenciar animales vacunados de infectados. En general, se observaron niveles 

de IFN-γ bajos hacia ambos antígenos, sin embargo, se detectaron incrementos 

intermitentes en ambos grupos. Los genes que codifican estas proteínas están presentes en 

algunas micobacterias no tuberculosas como M. kansasii, M. marinum, M. gordonae, M. 
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sulgai, M. flavescens y M. gastri (Pollock y Andersen, 1997a; Arend et al., 2005). Se ha 

aislado M. kansasii de individuos no enfermos y se ha reportado que un tercio de esos 

aislados representan una colonización y no una infección (Ahn et al., 1982), es decir la 

presencia del microorganismo en la piel o mucosas sin causar la enfermedad (Salzman y 

Lorry, 1996). El impacto de la colonización de esas micobacterias en las pruebas 

diagnósticas de TB no está bien elucidado. La colonización ocurre también en ganado 

(Pollock y Andersen, 1997a) y puede inducir respuestas inmunes detectables (tuberculina, 

IFN-γ y anticuerpos), fuentes de respuestas falsas positivas hacia ESAT-6 y CFP-10 

(Waters et al., 2006; Vordermeier et al., 2007). Además, se han observado animales 

reactores a la prueba de la tuberculina, sin lesión y aislamiento de M. bovis, aunque no se 

conoce si eran colonizados o infectados con micobacterias no tuberculosas. Otro estudio 

demostró que el uso de ESAT-6 y CFP-10 incrementó ligeramente la sensibilidad de la 

prueba de IFN-γ en animales previamente expuestos a M. avium y desafiados con M. bovis. 

Sin embargo, las respuestas fueron ausentes o intermitentes y más bajas que las observadas 

en animales desafiados solamente con M. bovis, muy parecido a lo observado en el presente 

estudio. Concluyeron que las respuestas de memoria inducidas por M. avium interfieren en 

el diagnóstico, incluso cuando antígenos específicos son utilizados (Hope et al., 2005b). 

     El porcentaje de micobacterias no tuberculosas es desconocido en el hato donde se 

realizó el presente estudio, así como el número de animales colonizados o infectados por 

esas micobacterias. Sin embargo, las respuestas bajas e intermitentes de IFN-γ hacia ESAT-

6 y CFP-10 podrían ser debido a micobacterias no tuberculosas que secretan esas proteínas, 

las cuales sensibilizaron al ganado. La inducción intermitente de IFN-γ al principio del 

estudio, así como la desaparición de las respuestas, son indicativas de la eliminación 

efectiva del microorganismo. Consecuentemente, la exposición del ganado a tales 

micobacterias podría inducir respuestas específicas e interferir en el diagnóstico de la TBb, 

particularmente en la interpretación de las pruebas que usan ESAT-6 y CFP-10. Por lo 

tanto, su uso en la prueba de IFN-γ no representó una herramienta segura y confiable bajo 

condiciones naturales de campo, donde las micobacterias no tuberculosas son presentes y 

no permitió diferenciar los animales infectados de los vacunados. 

     La aplicación de las dos PCCT no incrementó la producción de IFN-γ hacia ESAT-6 y 

CFP-10 en animales vacunados o controles. En un estudio donde determinan el efecto de 
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dos diferentes pruebas de la tuberculina (caudal y PCCT) sobre la producción de IFN-γ, se 

observó un incremento de los niveles de la citocina hacia ESAT-6/CFP-10 solamente en 

animales infectados, 3 a 7 días después de la prueba caudal, mientras que no se observaron  

incrementos después de la PCCT tanto en animales vacunados como controles (Palmer et 

al., 2006), correlacionando con el presente estudio.  

     La producción de IFN-γ inducida por el mitógeno PWM permite verificar tanto la 

viabilidad y la funcionalidad celular como la inmunocompetencia del sistema inmune de las 

becerras y sirvió como control positivo de la prueba. El PWM, una lectina obtenida de 

extractos crudos de raíces de la planta Phytolacca americana, es ampliamente utilizado en 

ensayos in vitro, tanto en investigación básica como en estudios clínicos, para examinar la 

activación funcional y la proliferación de linfocitos. Este mitógeno induce la mitosis 

policlonal de linfocitos B y T mediante su unión a residuos de azúcar de las cadenas 

laterales de glicoproteínas de la superficie celular (Yang et al., 2006; Tizard, 2009). En el 

presente estudio, se observaron respuestas fuertes y heterogéneas hacia el mitógeno en 

ambos grupos de becerras, demostrando la competencia del sistema inmune de las becerras, 

así como la viabilidad y funcionalidad celular. La disminución drástica de la producción de 

IFN-γ se presentó en un animal al día 90, lo que permitió detectar una falla en el sistema 

inmune del animal, el cual falleció una semana después. Por otro lado, no se observó 

producción de IFN-γ en sangre completa sin estímulo (control negativo de la prueba) 

durante todo el estudio en ambos grupos de animales, como lo esperado. 

     La prueba de la tuberculina es caracterizada por generar una respuesta de HR, 

proporcionando una medida de la IMC. Actualmente, sigue siendo la herramienta de 

inmunodiagnóstico más aplicada para la detección de la TBb, después de la cual, los 

animales reactores deben ser sacrificados (Whelan et al., 2011). En países en desarrollo 

como México, donde el sacrificio de los animales reactores es costoso, la aplicación de una 

vacuna como estrategia de control de la TBb representa una solución atractiva. La BCG 

representa la única vacuna comercial disponible en humano y ha sido ampliamente probada 

en ganado contra la TB. No obstante, un impedimento significativo de la introducción de la 

BCG como vacuna en bovinos es que puede sensibilizar a los animales a la prueba de la 

tuberculina, lo que invalida el diagnóstico (Berggren, 1981; Buddle et al., 1995a).  
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     No existen muchos reportes sobre la duración de la HR en animales vacunados con 

BCG. Moodie (1977) observó una reacción positiva a la prueba de la tuberculina en la 

mayoría de los animales vacunados con BCG, con una disminución de respuesta a las 6 

semanas y ningún animal positivo a los 18 meses. En otro estudio, se ha demostrado que la 

vacunación de bovinos neonatos con BCG induce una fuerte reacción a la prueba de la 

tuberculina durante los primeros 6 meses, la cual disminuye rápidamente a los 9 meses (de 

80 % a 8 %). A los 24 meses post-vacunación, una pequeña proporción de los animales 

tenían todavía una respuesta positiva (Whelan et al., 2011). Otro resultado importante de 

este último estudio y otros es que la perdida de la reactividad a la prueba de la tuberculina 

en animales vacunados con BCG no correlaciona con la perdida de la protección 

(Comstock, 1988; Floyd et al., 2002; Whelan et al., 2011).  

     En el presente trabajo, se realizó la PCCT a los 90 y 210 días post-vacunación. Ningún 

animal, tanto del grupo vacunado como control fue positivo a la primera PCCT, mientras 

que 2 animales vacunados fueron sospechosos en la segunda PCCT, demostrando que la 

vacunación con BCG no siempre interfiere con la prueba de la tuberculina. La ausencia de 

respuesta podría ser debida a la cepa utilizada (Phipps), ya que en la mayoría de los 

estudios realizados en ganado, donde hay reactividad a la prueba de la tuberculina, se 

utilizó la cepa Pasteur o Danesa (Buddle et al., 1995a,b, 2003b; Ameni et al., 2010; Whelan 

et al., 2011). Se ha demostrado que la diversidad genética de las diferentes cepas de BCG 

influye en la expresión de genes (Brosh et al, 2007), la inmunogenicidad (Davids et al., 

2006; Aguirre-Blanco et al., 2007), la virulencia (Hengster et al., 1992; Kroger et al., 1995) 

y la viabilidad (Gheorghiu y Lagrange, 1983), lo cual afecta probablemente la respuesta 

inmune de los animales hacia la prueba de la tuberculina y la protección inducida.  

     En un estudio realizado durante 50 años con nativos de Alaska, en el cual 3025 niños y 

adultos recibieron BCG Phipps, BCG Pasteur o un placebo, se observó una eficacia vacunal 

menor de la cepa Phipps (44 %), en comparación con la cepa Pasteur (59 %), demostrando 

diferencias de protección entre cepas (Aronson et al., 2004). Por otro lado, un estudio 

realizado en ratones con 10 diferentes cepas de BCG ha demostrado diferencia en la 

protección entre cepas y propone la BCG Phipps como cepa de referencia en la evaluación 

de nuevas vacunas en el modelo murino de TB. Cada cepa demostró un perfil de respuesta 

Th1 y Th2 particular, demostrando diferencias en la inmunogenicidad. La BCG Phipps 
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indujo una mejor protección, con una reducción persistente y superior de las UFC, así como 

menos superficie pulmonar afectada por neumonía y respuestas de HR moderadas post-

desafío. Las cepas de menor protección eran asociadas a una inflamación pulmonar y 

respuestas de HR más fuertes, mientras que las cepas que procuraron un nivel alto de 

protección indujeron respuestas de HR bajas (Castillo-Rodal et al., 2006), indicando que las 

respuestas de HR no correlacionaron con la protección. En el presente estudio, la ausencia 

de reacción a la PCCT demuestra que la cepa Phipps induce un perfil inmunológico 

diferente de las cepas Pasteur y Danesa, por lo cual es necesario realizar más estudios sobre 

su protección en bovinos, ya que se podría utilizar en los programas de control de la TBb. 

     La razón por la cual la vacuna no indujo una reacción de HR no está clara, ya que indujo 

respuestas específicas de IFN-γ in vitro, demostrando 2 respuestas separadas. La 

disociación de estas respuestas post-vacunación se ha descrito en recién nacidos (Ota et al., 

2006). Además, en bovinos neonatos vacunados con BCG, se ha demostrado que la 

respuesta de IFN-γ se mantiene tanto en animales positivos a la prueba de la tuberculina 

como en los negativos (Whelan et al., 2011). No se sabe si la independencia de las 

respuestas es debida a una sensibilidad más alta del ensayo de IFN-γ o a una subpoblación 

de células T específicas presente solamente en sangre. Esta última explicación sería 

interesante, ya que se ha demostrado en un modelo murino de TB que las subpoblaciones 

de células T implicadas en la HR difieren macadamente de las implicadas en la protección 

(Orme y Collins, 1984; Pais et al., 1998). Por lo tanto, los mecanismos implicados en las 2 

respuestas siguen siendo un campo interesante para futuras investigaciones.  

    Las respuestas IMC son consideradas necesarias para la protección contra la TBb, 

particularmente la producción de IFN-γ post-vacunación, a diferencia de los anticuerpos 

(Ritacco et al., 1991; Dlugovitzky et al., 2000; Boussiotis et al., 2000; Buddle et al., 

2005c). Se ha reportado que la inducción de anticuerpos, al vacunar becerras, conduce a la 

diseminación extra-torácica de la TB. Los anticuerpos contribuirían a la opsonisación de M. 

bovis, promoviendo la fagocitosis y el subsecuente desplazamiento de las células infectadas 

por los vasos linfáticos, conduciendo al desarrollo de granulomas en ganglios linfáticos 

fuera de la cavidad torácica (Wedlock et al., 2000). En bovinos, se ha demostrado que la 

vacunación con BCG no induce la síntesis de anticuerpos (Buddle et al., 1995b, 2003b, 

Wedlock et al., 2000, 2002, 2005a,b). Un estudio en el cual evaluaron la protección 
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inducida en becerras vacunadas con BCG y/o un EPFC de M. bovis demostró que la BCG 

sola no inducía la síntesis de anticuerpos, mientras que el EPFC solo o en combinación con 

la BCG indujo respuestas similares y fuertes de anticuerpos (Wedlock et al., 2005b). En el 

presente trabajo, la vacunación de las becerras con BCG no indujo una respuesta de 

anticuerpos hacia antígenos micobacterianos, al igual que lo reportado.  

     Se ha demostrado que la prueba de la tuberculina induce una respuesta humoral en 

ganado infectado con M. bovis (Lyashchenko et al., 2004; Thom et al., 2004; Waters et al., 

2006). Los mecanismos precisos por los cuales ocurre esta respuesta no se han determinado 

(Villarreal-Ramos et al., 2006), sin embargo, es probable que las células B periféricas son 

estimuladas por las células T y producen anticuerpos hacia las proteínas de la tuberculina 

(Rennie et al., 2010). La primera demostración del incremento de los niveles de anticuerpos 

(anti-MPB70) post-tuberculina en animales infectados con M. bovis se reportó por Harboe 

et al. (1990), seguido de Lightbody et al. (1998, 2000). Lyashchenko et al. (2004) 

reportaron que en animales infectados, la prueba de la tuberculina incrementaba 

fuertemente los niveles de IgG, IgG1 e IgG2, particularmente hacia MPB83 y MPB70, a 

diferencia de en ganado vacunado con BCG y desafiados con M. bovis, los cuales eran 

parcialmente protegidos por la vacuna. Palmer et al. (2006) observaron que la prueba de la 

tuberculina incrementaba los niveles de anticuerpos solamente en animales infectados y no 

en animales controles. Rennie et al. (2010) compararon la respuesta post-tuberculina en 

animales infectados con M. bovis y sensibilizados con M. bovis muertas y observaron un 

incremento drástico de los niveles de anticuerpos en ambos grupos. En el presente trabajo, 

los niveles de anticuerpos hacia M. avium y particularmente hacia M. bovis se 

incrementaron en ambos grupos, demostrando la sensibilización de los 2 grupos hacia 

ambos antígenos. Además, la vacunación no afectó la amplitud de la respuesta de 

anticuerpos, ya que no se encontró diferencia significativa entre los grupos post-PCCT.  

     La PCR representa una técnica molecular importante para el diagnóstico de la TBb por 

su sensibilidad, rapidez y su bajo precio y riesgo (De la Rua-Domenech et al., 2006; 

Bermúdez et al., 2010). Esta prueba permite identificar M. bovis en cualquier muestra 

biológica bovina, sin necesidad de un cultivo previo (Cousins et al., 1992; Liébana et al., 

1995). En los últimos años, las pruebas de PCR han mejorado y permiten obtener 

resultados en un día, a diferencia del cultivo bacteriológico que requiere de 2-8 semanas 
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para la obtención de un crecimiento y de 2-3 semanas para la identificación de las bacterias. 

Sin embargo, las pruebas de PCR carecen todavía de la sensibilidad proporcionada por los 

métodos de cultivos y en algunas situaciones, son susceptibles de dar resultados falsos 

positivos o negativos (Collins, 2011). Por lo tanto, la PCR no suele sustituir el cultivo, sino 

que tiene la ventaja de proporcionar resultados preliminares rápidamente y sería útil en los 

programas de control de la TBb para la detección del patógeno en los hatos.  

     La detección por PCR de micobacterias del complejo M. tuberculosis en muestras 

clínicas se ha logrado mediante varios genes, entre otros  MPB70 y MPB64 (Gormley et 

al., 1999) y la secuencia de inserción IS6110 (Broccolo et al., 2003). En el presente estudio, 

se utilizaron cebadores que amplifican una región del gen MPB70, ya que es altamente 

específico de los miembros del complejo M. tuberculosis y está presente como copia simple 

en sus genomas (Cousins et al., 1992; Young et al., 2005). No se observaron muestras 

positivas en la reacción de PCR simple, sin embargo, la PCR anidada generó resultados 

positivos. De manera sorprendente, 9/10 animales obtuvieron resultados positivos al menos 

una vez durante el estudio y muchos fueron positivos de manera intermitente. Además, se 

observó una frecuencia de muestras positivas superior cuando las becerras se trasladaron 

cerca de animales adultos tuberculosos segregados (días 60 y 90), sugiriendo diferentes 

grados de contaminación del medio ambiente por M. bovis, es decir la presencia inadecuada 

de las bacterias en el ambiente inanimado (Hota, 2004). 

    Durante todo el estudio, no se detectaron respuestas inmunes específicas hacia M. bovis, 

ya que ningún animal fue positivo en las pruebas de tuberculina, IFN-γ o ELISA. 

Asimismo, es poco probable que las becerras estén en etapas avanzadas de la enfermedad, 

excretando la micobacteria, ya que tenían alrededor de 1 mes de edad al comienzo del 

experimento. Consecuentemente, los resultados de PCR reflejarían el estado de 

contaminación del hato, con una alta circulación de la bacteria y/o la proximidad de las 

becerras con animales infectados. No se sabe si las micobacterias encontradas en las 

secreciones nasales eran vivas o muertas, sin embargo, es conocido que las micobacterias 

patógenas pueden sobrevivir durante meses fuera del hospedero y que son altamente 

resistentes al medio ambiente (Briscoe, 1912; Maddock, 1933; Mitserlich y Marth, 1984; 

Lind et al., 1986), por lo tanto, existen grandes posibilidades de su viabilidad.          
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     En un estudio en el cual desarrollaron una PCR anidada para la detección directa de 

micobacterias patógenas en muestras bovinas, no se encontró correlación entre la prueba de 

la tuberculina y los resultados de cultivo y PCR. Los autores destacaron que los resultados 

de la PCR anidada permitieron estimar la prevalencia e incidencia del patógeno y evaluar 

las implicaciones potenciales de infección humana (Mishra et al., 2005). Otro estudio 

comparó los resultados de la prueba de la tuberculina con los de PCR, en muestras de 

exudados nasales de zonas de altas y bajas prevalencias. Se observó un mayor número de 

muestras positivas en la zona de alta prevalencia (57 %), comparándola con la zona de baja 

prevalencia (20 %). Sin embargo, en la zona de alta prevalencia, 19 % de los animales 

fueron reactores a la prueba de la tuberculina y 57 % fueron positivos a la prueba de PCR, 

mientras que en la zona de baja prevalencia, ningún animal resultó positivo a la prueba de 

la tuberculina y 20 % de los animales fueron positivos a la PCR (Morales et al., 2008), 

similar a lo encontrado en el presente estudio. Por lo tanto, existe una potencial infección o 

‘‘contaminación’’ de los animales por M. bovis, sin inducción de la enfermedad y la 

posibilidad de desarrollar una respuesta positiva en las pruebas diagnósticas futuras. 

     La TBb se transmite principalmente vía respiratoria, sin embargo, no se sabe si la 

eliminación de M. bovis por secreción nasal o heces podría contaminar el ambiente y 

facilitar la transmisión tanto entre bovinos como entre bovinos y humanos u otras especies. 

Pocos estudios han considerado la diseminación y persistencia de M. bovis en el ambiente. 

Tanner y Michel (1999), utilizando métodos de cultivo tradicionales, reportaron la 

sobrevivencia de M. bovis inoculados en suelo y heces hasta 6 semanas. No obstante, la 

necesidad de incubaciones prolongadas y la descontaminación previa podrían afectar a las 

micobacterias que sobrevivieron durante largos periodos en el suelo. Otro estudio realizado 

por Young et al. (2005) demostró la sobrevivencia de M. bovis tanto en condiciones de 

campo como en suelos microsomos controlados por más de 15 meses, usando la prueba de 

PCR, evitando las desventajas de los métodos de cultivos mencionadas anteriormente. 

     Más estudios sobre la evaluación del ambiente como reservorio potencial de M. bovis 

son necesarios para la comprensión de su transmisión. La significancia epidemiológica de 

la presencia de M. bovis en el ambiente de los hatos es especulativa en la actualidad. Sin 

embargo, aparte de ser potencialmente infeccioso para el ganado por ingestión o más 

probablemente por la creación de aerosoles durante la olfacción de los animales, existe la 
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posibilidad de que la presencia de M. bovis en el ambiente comprometa los programas de 

control de la TBb y provoque la persistencia de la TBb. La PCR realizada en exudado nasal 

tiene como ventajas de ser simple y rápida, además, la recolección de las muestras es 

sencilla y utilizarla en paralelo con la prueba oficial de la tuberculina en los programas de 

control de la TBb permitiría determinar el estado de contaminación del hato.  

     En ganado infectado experimentalmente con M. bovis, se han observado cambios en las 

3 subpoblaciones de células T (γδ WC1+, CD4+ y CD8+) en circulación, demostrando su 

implicación en la respuesta inmune anti-micobacteriana bovina. La respuesta incluye tres 

fases. La primera fase implica una disminución a los 4 días post-infección, seguido de un 

incremento de las células T γδ WC1+ hasta la segunda semana, sugiriendo la migración de 

las células de la circulación periférica al sitio inicial de infección y posteriormente una 

expansión clonal. En la segunda fase, la proporción CD4/CD8 incrementa alrededor de la 

tercera semana. En la última fase (semana 13), la proporción CD4/CD8 disminuye, con 

porcentajes inferiores a los de pre-infección. Estos últimos cambios sugieren la implicación 

de las células T CD4+ y subsecuentemente de las células T CD8+ (Pollock et al., 1996).      

     Existen pocos datos sobre los cambios de las células T circulantes después de la 

vacunación de bovinos con BCG. Buza et al. (2009) observaron 3 fases, similar a lo 

observado en animales infectados, después de vacunar animales de 6-18 meses de edad con 

BCG Danesa (8 x 106 UFC). La fase inicial ocurrió en las 2 primeras semanas post-

vacunación, implicando un incremento de las células T γδ WC1+. La segunda fase mostró 

un incremento de las células T CD4+ entre las semanas 4 y 6, mientras que en la tercera 

fase, se observó un incremento de las células T CD8+ entre las semanas 8 y 10. En otro 

estudio, en el cual evaluaron diversos parámetros inmunológicos de bovinos neonatos 

después de la vacunación con BCG Pasteur (1 x 107 UFC), se demostró que los bovinos 

desarrollaron una respuesta inmune de tipo Th1 (proliferación celular, HR, producción de 

IFN-γ, TNF-α y óxido nítrico). Sin embargo, no se encontró diferencia entre las 

subpoblaciones de células T periférica de animales vacunados y controles, (Nonnecke et al., 

2005), similar a lo encontrado en el estudio de Rizzi et al. (2012), en el cual vacunaron 

animales de 3-4 meses de edad con BCG Pasteur (1 x 106 UFC). En el presente estudio, no 

se observaron cambios en las subpoblaciones de células T γδ WC1+ y CD4+, mientras que 

se encontró un incremento significativo entre las semanas 2 y 8 en células T CD8+. 
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     Las variaciones entre estudios podrían ser debidas a las diferentes cepas y dosis 

utilizadas. La BCG se ha mantenido por un proceso de pase serial durante 40 años antes de 

tener métodos de almacenamiento estables y esto culminó en una familia de 

aproximadamente 13 cepas hijas, conocidas hoy como BCG (Aguirre-Blanco et al., 2007). 

Se ha demostrado que estas cepas difieren genéticamente (Behr y Small, 1999; Behr et al., 

1999; Bedwell et al., 2001; Mostowy et al., 2003) y fenotípicamente (Miura et al., 1983; 

Abou-Zeid et al., 1986; Li et al., 1993; Gobin et al., 1999), incluyendo en la inducción de 

respuestas inmunes y protección (Grange y Gibson, 1986; Lagranderie et al., 1996). Se han 

observado diferencias en las respuestas de las células T (producción de IFN-γ y activación 

celular) en humanos vacunados con diferentes cepas y/o dosis de BCG (Aguirre-Blanco et 

al., 2007). Curiosamente, se ha sugerido que existe una relación inversa entre el número de 

pases antes de la criopreservación del lote semilla (atenuación de la virulencia) y la fuerza 

de la respuesta inmune inducida por la cepa (Gobin et al., 1999; Aguirre-Blanco et al., 

2007). Por lo tanto, el número de pases realizados en cada cepa de BCG y las diferentes 

dosis utilizadas podrían explicar parcialmente las diferencias encontradas entre cada 

estudio, afectando tanto las respuestas inmunes inducidas in vitro como in vivo. 

     Se ha demostrado que en individuos vacunados con BCG, la bacteria intacta (viva y 

muerta) o proteínas secretadas (PPD y EPFC) inducen niveles muy bajos de proliferación 

de las células T γδ in vitro, a diferencia de los extractos sonicados (Esin et al., 1996), 

indicando que los antígenos responsables de la proliferación son principalmente asociados 

al cuerpo bacteriano. Batoni et al. (2000) investigaron la proliferación de las 

subpoblaciones de células T de individuos vacunados con BCG en respuesta a diferentes 

fracciones de BCG y observaron diferencias dependiendo de las preparaciones utilizadas. 

El PPD y los EPFC indujeron una proliferación predominante de las células T CD4+, 

mientras que las preparaciones de antígenos citosólicos, liberados después de la destrucción 

de la bacteria, provocaron una fuerte proliferación de las células T γδ. En bovinos 

infectados con M. bovis, se ha demostrado que las células T γδ WC1+ estimuladas con PPD 

no proliferan (Maue et al., 2005). Asimismo, un estudio realizado en bovinos vacunados 

con BCG demostró que más células T CD4+ proliferaban en respuesta al PPD, 

comparándolas con las células T γδ WC1+ y CD8+, mientras que un número mayor de 

células T γδ WC1+ proliferaron en respuesta al sonicado de la bacteria en comparación con 
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las células T CD8+, reflejando diferencias en el reconocimiento antigénico de las distintas 

subpoblaciones de células T (Waters et al., 2003a). Por lo tanto, el tipo de vacuna utilizada 

en el presente estudio (bacterias vivas) podría tener un papel en la ausencia de proliferación 

de las células T γδ WC1+ y CD4+ y la proliferación de las células T CD8+. 

     La presentación antigénica de bacterias intracelulares se realiza a través del CMH-I, 

conduciendo a la activación de las células T CD8+ (Liébana et al., 1999). Por lo tanto, el 

incremento de las células T CD8+ observado podría indicar que la BCG se multiplicó 

dentro de los fagocitos, procurando una fuente continua de antígenos secretados e 

induciendo la vía del CMH-I, además de la activación y proliferación de esas células. Esin 

et al. (1996) observaron una proliferación de las células T CD8+ humanas 

preferencialmente hacia micobacterias vivas in vitro, en comparación con micobacterias 

muertas, apoyando la activación celular vía el CMH-I. En animales infectados con M. 

bovis, la proliferación de las células T CD8+ y su producción de IFN-γ eran superiores con 

M. bovis viva, en comparación con antígenos solubles, posiblemente debido a la 

participación preferencial del CMH-I, mientras que un incremento de la proliferación de las 

células T CD4+ era mayor con antígenos solubles, destacando la intervención del CHM-II. 

Asimismo, experimentos de inhibición metabólica con Brefeldina A y Citocalasina D 

sugirieron que la vía del CMH-I era requerida para la activación de las células T CD8+ 

bovinas (Liébana et al., 1999). En el presente estudio, la vacuna BCG indujo la expansión 

clonal de las células T CD8+ solamente, probablemente debido al uso de  bacterias vivas.  

     El incremento de las células T CD8+ post-vacunación demuestra una respuesta inmune 

dirigida hacia el tipo Th1. En TB, la función principal de las células T γδ WC1+ y CD4+ es 

la secreción de citocinas (IFN-γ e IL-2), que contribuyen a la estimulación de la respuesta 

Th1 y la inhibición de la respuesta Th2 (Orme et al., 1993; Smyth et al., 2001), mientras 

que la lisis celular representa el papel predominante de las células T CD8+. Se ha 

demostrado que las células T CD8+ pueden destruir macrófagos humanos (Lalvani et al., 

1998) y murinos (Skinner et al., 1997) infectados con M. tuberculosis. En bovinos, la 

vacunación con BCG o la infección con M. bovis induce respuestas en células T CD8+, 

tales como la producción de IFN-γ (Liébana et al., 1999; Hope et al., 2000), la liberación de 

M. bovis metabólicamente activa de macrófagos (Liébana et al., 2000) y la reducción de 

micobacterias presentes en tejidos infectados (Skinner et al., 2003). Por lo tanto, existen 
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respuestas citotóxicas durante la TBb y se ha sugerido que la re-fagocitosis y la destrucción 

de la bacteria por macrófagos recién activados, con mejor potencial bactericida, podrían 

tener un papel en la eliminación de las bacterias liberadas in vivo (Liébana et al., 2000).  

     La evaluación de la cinética de las células T post-vacunación permite mejorar el 

conocimiento de las relaciones que existen entre la micobacteria y el sistema inmune del 

hospedero, crucial para el desarrollo de nuevas vacunas y herramientas de diagnóstico. 

Dado que no existen dudas sobre el papel protector de la respuesta Th1 en el control de la 

TBb, es importante que cualquier vacuna sea capaz de estimularla (citocinas apropiadas y 

citotoxicidad). La expansión clonal de las células T CD8+ representa un buen indicador del 

desarrollo de una respuesta Th1 y el tipo de vacuna utilizada (bacterias intracelulares 

obligadas vivas) podría ser la razón por la cual solamente las células T CD8+ proliferaron, 

demonstando su papel en la inmunidad inducida por la BCG.  

     La molécula CD25 es implicada en la activación de las células T y asociada a funciones 

de regulación (Cantrell y Smith, 1983). En células T αβ, el encuentro con el antígeno y 

señales de co-estimulación apropiadas induce la síntesis de IL-2 y un incremento de la 

expresión de la cadena α del receptor de IL-2 (CD25). La unión subsecuente de IL-2 a su 

receptor desencadena la progresión del ciclo celular, resultando en la proliferación y 

diferenciación de las células T (Janeway, 2005). De manera diferente, las células T γδ tanto 

humanas como bovinas producen cantidades pequeñas de IL-2 tras la activación; además de 

la estimulación antigénica, su respuesta proliferativa es dependiente de la secreción de IL-2 

por las células T CD4+ (Elloso et al., 1996; Smyth et al., 2001; Welsh et al., 2002). Por eso, 

se ha sugerido que IL-2 representa una señal secundaria para la proliferación de las células 

T γδ, después del reconocimiento antigénico (Plattner y Hostetter, 2011). 

     En el presente estudio, se evaluó la expresión CD25 in vitro tanto de las células T αβ 

como γδ de animales vacunados con BCG y controles. Distintos niveles de activación 

celular se observaron. En sangre no estimulada, no se encontró diferencia en la expresión 

de CD25 de las células T γδ WC1+ y CD4+ entre ambos grupos. Los porcentajes, 

relativamente altos en células T γδ WC1+ giran alrededor de 40-90 % y de 10-15 % en 

células T CD4+. Se ha reportado la expresión de CD25 en células no estimuladas, tanto de 

animales infectados con M. bovis como controles, con un porcentaje alrededor de 20 % en 

células mononucleares de sangre periférica (PBMC), de 26-28 % en células T γδ WC1+ y 
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de 10-13 % en células T CD4+ (Liébana et al., 1999; Smyth et al. 2001). Además, se ha 

reportado que las células T γδ WC1+ expresan CD25 constitutivamente (Collins et al., 

1996), consecuentemente, la disponibilidad de CD25 implica una sensibilidad particular a 

IL-2, además, se ha sugerido que estas células poseen un umbral bajo en cuanto a la 

inducción de la proliferación (Kirkham et al., 1997). Por lo tanto, la alta activación de las 

células T γδ WC1+ en sangre no estimulada podría ser debido a una estimulación no 

especifica de IL-2 secretada por células T CD4+ respondiendo a un antígeno, ya que el 

trabajo se realizó en condiciones de campo, con una estimulación continua del sistema 

inmune, a diferencia de los otros estudios efectuados en condiciones controladas. En cuanto 

a las células T CD8+, se observaron porcentajes de activación celular de 2-12 %, similar a 

lo reportado (0-10 %) por Smyth et al. (2001), con un incremento significativo en el grupo 

vacunado al día 220, probablemente debido a la segunda PCCT. De manera diferente, en 

animales infectados con M. bovis, la expresión de CD25 incrementó alrededor del día 30 

post-infección en PBMC (Pollock et al., 1996), al día 14 en células T CD8+, al día 21 en 

células T γδ WC1+ y al día 30 en células T CD4+ (Kennedy et al., 2002). Por lo tanto, en el 

presente estudio, la vacuna no incrementó los niveles de activación de las células T en 

circulación, al igual de lo observado por Nonnecke et al. (2005).  

     En sangre estimulada con antígenos micobacterianos, se han reportado incrementos en la 

activación de las células T γδ WC1+, CD4+ y CD8+, tanto en animales infectados como 

vacunados con BCG (Smyth et al., 2001; Waters et al., 2003a,b; Buddle et al., 2003b; Maue 

et al., 2005). En el presente estudio, la estimulación de la sangre con antígenos de M. bovis 

provocó una activación de las células T γδ WC1+ alrededor del 90 % durante todo el 

estudio en ambos grupos de animales. Se ha observado ese tipo de activación celular en 

ganado tuberculoso (Welsh et al., 2002), sin embargo, con un nivel más bajo en animales 

controles (Smyth et al., 2001). Esta potente activación en animales controles podría ser 

debida a una estimulación inespecífica vía IL-2 secretada por células T CD4+ en el cultivo 

y/o por la estimulación antigénica. Una investigación del papel de IL-2 en la activación de 

las células T γδ WC1+ bovinas reveló que IL-2 sola no induce la proliferación celular, sin 

embargo, induce la expresión de CD25, similar a lo observado con un extracto sonicado de 

M. bovis o ESAT-6. Además, se observó que la expresión de CD25 incrementó con el 

extracto sonicado e IL-2 en comparación a los componentes solos (Welsh et al., 2002). Por 
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lo tanto, IL-2 induce de manera inespecífica la expresión de CD25 en células T γδ WC1+ y 

su evaluación en los cultivos representa un análisis importante a realizar en el futuro. Por 

otro lado, el EPFC, al igual que el PPD, está constituido por una mezcla compleja de 

antígenos y podría ser responsable de una activación inespecífica de las células en ambos 

grupos. De la misma manera, la alta proporción de células T γδ WC1+/CD25+ observada en 

sangre no estimulada de los animales controles sugiere una alta frecuencia de precursores 

capaces de responder a antígenos de M. bovis. Finalmente, los antígenos compartidos entre 

M. bovis y las micobacterias ambientales podrían provocar reacciones cruzadas, resultando 

en una alta activación de las células T γδ WC1+ después del estímulo. La vacunación 

incrementó significativamente la expresión de CD25 en células T CD4+ y CD8+ en los días 

21 y 30, indicando que ambas subpoblaciones se activan al mismo tiempo in vitro, con un 

nivel más alto en células T CD4+. Se ha reportado que las células T CD4+ y CD8+ se 

activan al mismo tiempo, antes de las células T γδ WC1+ y que las células T CD8+ 

representan un porcentaje pequeño de células activadas (Smyth et al., 2001). Un porcentaje 

bajo de células T CD8+/CD25+ se observó, similar a lo encontrado en sangre no estimulada. 

Sin embargo, existe una diferencia entre animales vacunados y no vacunados, 

probablemente reflejando el incremento en número de esas células en estos días. 

     La evaluación intracelular de citocinas por citometría de flujo (CFI) en PBMC separadas 

o sangre completa representa un método extramadamente sensible (Suni et al., 1998; 

Weynants et al., 1998; Hughes et al., 2005). Estos ensayos in vitro, en los cuales se inducen 

citocinas en respuesta a antígenos, son indicadores útiles de las respuestas inmunes. Varios 

estudios han comparado la CFI con otros métodos de detección de las respuestas de las 

células T, incluyendo ensayos de proliferación, de citotoxicidad, de CMH y ELISPOT 

(Karlsson et al., 2003; Pahar et al., 2003; Maino y Maecker, 2004; Desombere et al., 2004) 

y se concluyó que existe una buena correlación entre las técnicas. Una gran ventaja de la 

CFI es que además de permitir la enumeración de células respondientes, confiere 

información sobre el fenotipo celular. Asimismo, la CFI ofrece la posibilidad de medir 

varias citocinas simultáneamente, incrementando el potencial diagnóstico. Mientras que la 

mayoría de los ensayos de CFI utilizan PBMC separadas, Suni et al. (1998) desarrollaron 

un ensayo en sangre completa con resultados comparables, aunque con un incremento de la 

frecuencia de respuesta de las células T en sangre completa. Otras ventajas del uso de 
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sangre completa son que reduce los costos, el tiempo de preparación de las células, elimina 

la posibilidad de activación celular por las técnicas de separación y confiere un ambiente 

más fisiológico, parecido al ambiente in vivo (Suni et al., 1998; Sopp et al., 2006).     

     En el presente estudio, se evaluó la expresión de IFN-γ, IL-10 e IL-4 en linfocitos por 

CFI en sangre completa no estimulada y estimulada con un EPFC de M. bovis de animales 

vacunados con BCG y no vacunados. No se encontró diferencia entre los porcentajes de 

IFN-γ en sangre no estimulada o estimulada de ambos grupos, indicando que la vacuna no 

indujo la expresión de IFN-γ en linfocitos mediante la CFI. En un estudio, se detectaron 

células T CD4+/IFN-γ+ por CFI en sangre completa estimulada con PPD de animales 

infectados con M. bovis, a diferencia de en animales vacunados con BCG, los cuales 

mostraron respuestas muy bajas o indetectables (0.19-0.3 %), similar a lo encontrado. Los 

animales vacunados mostraban una fuerte producción de IFN-γ secretada y pruebas de 

tuberculina positivas (Sopp et al., 2006), indicando que la CFI no correlacionó con las otras 

pruebas de IMC. En otros estudios realizados en animales vacunados con BCG y desafiados 

con M. bovis, el numero de células T CD4+/IFN-γ+ correlacionó positivamente con la 

gravedad de la enfermedad (Hope et al., 2005a, 2011), sugiriendo que ese parámetro se 

podría utilizar como marcador de protección o de enfermedad. 

    El paradigma en el cual las células Th1 son pro-inflamatorias y las células Th2 anti-

inflamatorias sufrió un realineamiento en los últimos años; ya se conoce que dependiendo 

del agente infeccioso, ambos tipos celulares (Th1 y Th2) pueden mediar tanto la 

inflamación y el daño tisular como la destrucción de los patógenos. En contraste, las 

funciones anti-inflamatorias pertenecen a poblaciones celulares regulatorias e IL-10 es 

particularmente esencial en la regulación de la mayoría de las respuestas inmunes. La 

fuerza de su respuesta reflejaría la robustez de la respuesta inflamatoria precedente. Su 

producción representa un beneficio tanto para el hospedero (limitando la patología) como 

para el patógeno (persistencia y transmisión). Sin embargo, si su fuente y periodo de 

secreción son inapropiados, es decir producida demasiado temprano durante una infección 

virulenta o demasiado tarde durante una infección avirulenta, una infección incontenible o 

un daño tisular severo puede ocurrir (Couper et al., 2008). Se ha reportado que IL-10 

(secretada) es producida en respuesta a antígenos micobacterianos de animales infectados 

(Denis et al., 2007), a diferencia de en animales vacunados con BCG (Hope et al., 2005a).  
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     La citocina IL-4 no es fácilmente detectada en infecciones micobacterianas (Lin et al., 

1996) y la mayoría de los investigadores no logran detectarla, ya que su secreción es muy 

sutil en comparación con la del IFN-γ (Rook et al., 2004). Se ha reportado que en animales 

infectados con M. bovis, su expresión es transitoria, ocurre después de la del IFN-γ y que se 

pueden percibir incrementos individuales en diferentes tiempos en algunos animales (Dean 

et al., 2005; Welsh et al., 2005). Rhodes et al. (2000a) pudieron detectarla (secretada) en un 

gran número de bovinos infectados con M. bovis, con una cinética diferente a la del IFN-γ; 

una reducción en la actividad de IFN-γ era precedida por un incremento de actividad de IL-

4 y su respuesta no era sostenida como la del IFN-γ, sugiriendo una respuesta anti-

inflamatoria hacia el IFN-γ. En animales vacunados con BCG, se ha reportado que además 

de una respuesta Th1, IL-4 (ARNm) es inducida (Buddle et al., 2003b).  

     En el presente estudio, se observaron incrementos de IL-10 e IL-4 en sangre estimulada 

y no estimulada de animales controles, probablemente debido a un estímulo en el hato y/o a 

las PCCT. Por lo tanto, la vacunación no incrementó la expresión de IFN-γ, IL-10 e IL-4 

tanto en células circulantes como en células estimuladas, similar al estudio de Rizzi et al. 

(2012), en el cual la vacunación de bovinos con BCG no incrementó la expresión de las 3 

citocinas (ARNm). En otras investigaciones, la vacunación con BCG provocó incrementos 

en la expresión de IFN-γ e IL-4 (ARNm) después del estímulo y ningún cambio para IL-10 

(Wedlock et al., 2002, 2005a,b; Buddle et al., 2003b; Endsley et al., 2007). Las diferencias 

en el diseño experimental de cada estudio son probablemente responsables de los distintos 

resultados obtenidos. Además, existen pocos estudios que evaluan citocinas por CFI en 

bovinos vacunados con BCG, lo que hace difícil la comparación. Consecuentemente, en el 

presente trabajo, la vacunación no indujo la expresión de las 3 citocinas bajo las 

condiciones establecidas y una evaluación más profunda por CFI de la expresión de 

citocinas post-PCCT es necesaria para aclarar los resultados obtenidos.      

     Se ha descrito que en ganado infectado, la PCCT incrementa la producción de IL-10 

(secretada) en sangre estimulada con PPD bovino (Denis et al., 2007). En otro estudio 

realizado en animales infectados, no se observaron cambios post-PCCT en la producción de 

IFN-γ e IL-4 (secretadas) de cultivos estimulados con PPD bovino, mientras que IL-10 

(secretada) incrementó a los 3-10 días, a diferencia de en animales controles. En el mismo 

estudio, la evaluación por CFI de la expresión de IFN-γ en células T CD4+ estimuladas 
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demostró un incremento a los 3 días post-PCCT, pero no se detectó IL-10 ni en células T, 

ni en células CD14+. Comentaron que las células adherentes podrían ser la fuente de IL-10 

(secretada), ya que no se evaluaron por CFI (Coad et al., 2010). Thom et al. (2006) 

observaron que los niveles de IL-10 (secretada) e IL-4 (ARNm) incrementaron post-PCCT 

en cultivos estimulados de animales infectados, mientras que no se detectó IL-4 por ELISA 

y no se evaluó el ARNm de IL-10. Ng et al. (1995) encontraron en animales vacunados con 

BCG, un incremento de la expresión de IFN-γ, IL-10 e IL-4 (ARNm) en el lugar de 

inoculación de la tuberculina (biopsia), a pesar de resultados negativos a la prueba. 

Explican que las células expresando el ARNm podrían no estar implicadas directamente en 

la HR o que el reclutamiento de muchas células podría ser necesario para la inducción de 

una HR fuerte, mientras que pocas células podrían ser requeridas para la detección de 

ARNm. En animales controles, se observó una expresión baja de las citocinas post-

tuberculina. Además, aunque los animales vacunados se distinguieron de los infectados 

mediante la tuberculina, la expresión de las citocinas fue similar en ambos grupos. Por lo 

tanto, existen variaciones entre estudios y pocos trabajos de CFI en animales vacunados con 

BCG. La estandarización de un método de evaluación ayudaría a comparar los resultados y 

determinar con más precisión cuales citocinas se expresan post-tuberculina.  

     La expresión de IFN-γ no incrementó durante todo el estudio en ambos grupos, tanto en 

sangre no estimulada como estimulada. En animales controles, la expresión de IL-10 

incrementó al día 220 en sangre no estimulada y en los días 60 y 220 en sangre estimulada. 

El incremento al día 60 sugiere la sensibilización de los animales a micobacterias 

ambientales, ya que se ha demostrado que micobacterias como M. avium, M. abscessus y 

M. gordonae inducen la secreción de IL-10 en PBMC de individuos sanos (Jönsson et al., 

2012). Por lo tanto, la estimulación de las células con el EPFC de M. bovis sería la causa 

del incremento de IL-10, ya que las micobacterias ambientales comparten antígenos con M. 

bovis. La segunda PCCT podría ser responsable del incremento del día 220. En cuanto a IL-

4, se detectó una expresión intermitente tanto en sangre no estimulada como estimulada de 

ambos grupos. Se observó un incremento al día 21 que no se puede atribuir a la vacuna, ya 

que ocurre en ambos grupos. Al día 90, se observa un incremento en sangre estimulada de 

ambos grupos, probablemente debido a la PCCT, sugiriendo la sensibilización de ambos 

grupos a antígenos micobacterianos. Al día 150, IL-4 sube significativamente en animales 
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controles, tanto en sangre estimulada como no estimulada, probablemente debido a la 

primera PCCT. En general, IL-4 incrementa más en animales controles y todos los 

incrementos significativos de IL-10 y IL-4 se encuentran en animales controles, sugiriendo 

una respuesta dirigida más hacia Th2 que Th1, a diferencia de en animales vacunados. Un 

estudio de infección de células dendríticas humanas con la micobacteria ambiental M. 

smegmatis demostró que la re-estimulación de las células con productos de la micobacteria 

incrementó los niveles de IL-10, aunque tenían la capacidad de producir IL-12. Se observó 

que esas células polarizaban las células T vírgenes hacia una respuesta mixta Th1/Th2, 

induciendo la producción de IFN-γ e IL-4. La exposición a micobacterias ambientales 

modularía la diferenciación de las células dendríticas y afectaría la respuesta adaptativa y la 

respuesta inmune hacia especies patogénicas (Martino et al., 2005). Por lo tanto, la 

sensibilización a micobacterias ambientales podría orientar la respuesta inmune hacia el 

tipo Th2, sin embargo, más estudios son necesarios para poder confirmar esa hipótesis.  

     Se ha reportado que IL-10 puede inhibir las respuestas de HR en ratones (Li et al., 1994; 

Schwarz et al., 1994), mientras que en ganado, su neutralización in vitro incrementa los 

niveles de IFN-γ (Denis et al., 2007). En el presente estudio, la relación entre IFN-γ e IL-10 

no es tan clara, ya que las curvas se comportan de manera similar. Sin embargo, la 

presencia de IL-10 podría explicar parcialmente la falta de reacción de HR en animales 

vacunados. Por otro lado, no se ha demostrado que IL-4 se expresa con exclusión de IFN-γ 

en ganado (Brown et al., 1998; Estes y Brown, 2002) y se conoce que está implicada en la 

producción de anticuerpos. Por lo tanto, los incrementos de IL-4 post-PCCT (días 90 y 150) 

podrían relacionarse con los incrementos de anticuerpos observados (días 100 y 220).  

          En resumen, en condiciones naturales de campo, los animales neonatos son expuestos 

a una variedad de nuevos antígenos, resultando en un alto grado de estimulación del 

sistema inmune. Además, la influencia de las micobacterias ambientales sobre las 

respuestas inmunes, las pruebas diagnósticas y la protección inmunitaria es muy compleja, 

por lo cual es importante realizar más estudios en condiciones reales de campo.  
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IX. CONCLUSIONES 

1- La vacunación de becerras neonatas con BCG cepa Phipps a una dosis de 1 x 106 UFC, 

en un hato de alta prevalencia de TBb, induce una respuesta de tipo Th1, 21-30 días post-

vacunación, estimulando específicamente la actividad de los linfocitos T en sangre 

periférica (IFN-γ, CD8+, CD4+/CD25+ y CD8+/CD25+). 

2- La vacunación de becerras neonatas con BCG cepa Phipps a una dosis de 1 x 106 UFC, 

en un hato de alta prevalencia de TBb, no induce una respuesta de tipo Th2 (anticuerpos, 

IL-4 e IL-10).  

3- La PCCT no incrementa los niveles de IFN-γ in vitro hacia el PPD aviar, el PPD bovino, 

ESAT-6 y CFP-10, tanto en animales vacunados como no vacunados.  

4- La vacuna BCG cepa Phipps (1 x 106 UFC) no interfiere en la PCCT de becerras 

neonatas y se podría utilizar en programas de control de la TBb. 

5- Las respuestas IMC y HR son reguladas por 2 mecanismos diferentes.  

6- La expresión de IFN-γ e IL-10 en linfocitos es constante, mientras que IL-4 se expresa de 

manera intermitente.  

7- El uso de ESAT-6 y CFP-10 como antígenos diferenciales in vitro no es útil en 

condiciones de campo. 

8- La PCR simple no detecta el gen MPB70 en muestras de exudado nasal de becerras. 

9- Es necesario realizar la PCR anidada del gen MPB70 para incrementar la sensibilidad de 

la prueba.  

10- Las muestras positivas de PCR anidada indicarían más el estado de contaminación del 

hato con M. bovis que animales infectados. 

11- Las pruebas de PCR del gen MPB70 no son confiables para el diagnóstico de la TBb 

bajo condiciones de campo.  

12- La presencia de micobacterias ambientales podría interferir tanto en la respuesta inmune 

post-vacunación como en las pruebas diagnósticas de la TBb. 
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X. ABREVIATURAS Y SIGLAS USADAS 

ADN                   Ácido desoxirribonucleico 

ARNm                Ácido ribonucleico mensajero 

BCG                    Bacilo Calmette-Guérin 

CD                       Cúmulo de diferenciación 

CFI                      Citometría de flujo intracelular 

CFP-10                Proteína de filtrado de cultivo de 10 kDa 

CMH                   Complejo mayor de histocompatibilidad 

CR                       Receptor del complemento 

CTAB                  Bromuro de cetil-trimetil amonio 

CTLA-4               Antígeno-4 asociado al Linfocito T Citotóxico 

DC-SIGN             Molécula de adhesión intracelular específica de células dendríticas 

DO                       Densidad óptica  

ELISA                 Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

EPFC                   Extracto proteínico de filtrado de cultivo 

ESAT-6               Proteína antigénica secretada tempranamente-6 

FITC                    Isotiocianato de fluoresceína 

HR                       Hipersensibilidad retardada 

IFN-γ                   Interferón-gamma  

Ig                         Inmunoglobulina 

IL                         Interleucina 

IMC                     Inmunidad mediada por células 

IP-10                    Proteína-10 inducida por el IFN-γ 

IS6110                 Secuencias de inserción 6110 

LAM                    Lipoarabinomanano 

M. bovis               Mycobacterium bovis 

MCP-1                 Proteína quimioatrayente de monocitos-1 

MIP-1α/β             Proteína inflamatoria de macrófagos-1 alfa/beta 

http://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=2&cad=rja&sqi=2&ved=0CDIQFjAB&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2F%25C3%2581cido_ribonucleico_ribos%25C3%25B3mico&ei=GJJpUouaBISo2gWd3YDADQ&usg=AFQjCNHl1QmbXqlPHMiwVmo3e-Gel58TIQ&bvm=bv.55123115,d.eW0
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MPB70                Proteína de membrana de M. bovis 70 

MR                      Receptor de manosa 

NK                      Asesinas naturales 

NOD2                 Dominio de oligomerización unido a nucleótidos - 2 

Nramp-1             Proteína-1 del macrófago asociada a la resistencia natural 

PAMP                 Patrones moleculares asociados a patógenos 

pb                        Pares de bases 

PBA                    PBS-albumina fetal bovina-ázida de sodio 

PBMC                Célula mononuclear de sangre periférica 

PBS                    Solución salina de fosfatos  

PCCT                  Prueba cervical comparativa de la tuberculina 

PCR                    Reacción en cadena de la polimerasa 

PE                       Ficoeritrina 

PPD                    Derivado proteico purificado 

PRR                    Receptores de reconocimiento de patrones 

PWM                  Mitógeno Pokeweed  

RD1                    Región de diferencia 1 

ROC                   Característica operativa del receptor 

TB                      Tuberculosis 

TBb                    Tuberculosis bovina 

TCR                   Receptor de los linfocitos T 

TE                      Tris-ácido etilendiaminotetraacético 

TGF-β                Factor de crecimiento transformante-beta 

Th                      T cooperadora 

TLR                   Receptor tipo Toll  

TNF-α               Factor de necrosis tumoral-alfa 

UFC                  Unidades formadoras de colonias 

VIH                   Virus de inmunodeficiencia humana 

WC1                 Workshop Cluster 1 
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a  b  s  t  r  a  c  t

Bovine  tuberculosis  (bTB)  is a major  economic  problem  in  animal  husbandry  and  is  a public
health  risk  in  nonindustrialized  countries.  It is  generally  accepted  that  protection  against
TB is  generated  through  cell-mediated  immunity.  Previous  investigations  have  shown  that
WC1+ ��, CD4+ and  CD8+ T-cell  subpopulations  are  important  in  the immune  response  to
bTB.  It  is  known  that  changes  in  the  immune  balance  from  a dominant  T helper  1 (Th1)-type
response  toward  a more  prominent  Th2  response  may  be  observed  during  disease  progres-
sion.  In  this  study,  we  aimed  to  investigate  immune  peripheral  blood  cells in  tuberculin
reactor  cattle that  are  seropositive  or seronegative  for Mycobacterium  bovis  antigens,  using
flow  cytometry  and  hematological  analysis.  The  evaluation  of the  T  cell subpopulations
revealed  a decrease  in  CD8+ T cells  of  the seropositive  and  seronegative  animals  compared
with the control  animals  (p = 0.0001).  Moreover,  the  seropositive  group  exhibited  a  lower
percentage  of CD8+ T cells  than the  seronegative  group.  The  percentage  of  B cells  was  sig-
nificantly  increased  in  the  seropositive  group  compared  with  the  seronegative  group  and
the control  group  (p = 0.0009).  No  difference  was  observed  in  the  percentage  of WC1+ ��
and  CD4+ T cells  among  the  groups.  Furthermore,  following  24  h  of peripheral  blood  culture
with  bovine  purified  protein  derivative  (PPD),  both  apparently  infected  groups  showed  an
increase  in  the  levels  of cellular  activation  compared  with  the  control  group  (p  <  0.0001).
The seropositive  group  displayed  a  higher  level  of  cellular  activation  than  the  seronegative
group.  In both  apparently  infected  groups,  the  hematological  analysis  showed  an  increase  in
total  leukocyte  (p  =  0.0012),  lymphocyte  (p =  0.0057),  monocyte  (p  =  0.0010)  and  neutrophil
(p = 0.0320)  counts  in comparison  with  the  healthy  animals.  Our  results  demonstrated  dif-
ferences  in  immune  peripheral  blood  cells  of tuberculin  reactor  cattle  that  are  seropositive
or  seronegative  for M. bovis  antigens,  probably  due  to  different  stages  of  bTB  among  the
groups. The  percentages  of  CD8+ T  cells,  B cells  and  the  T cell  activation  levels  may  represent
biomarkers  for the  progression  of the  disease.  However,  general  characteristics  shared  by

Abbreviations: bTB, Bovine tuberculosis; CFPE, Culture filtrate protein extract; CMI, Cell-mediated immunity; M.  avium,  Mycobacterium avium;  M.  bovis,
Mycobacterium bovis; M.  tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis; PE, Phycoerythrin; SICTT, Single intradermal comparative tuberculin test; TB, Tuberculosis.
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both  apparently  infected  groups  as  lymphocytosis  and  monocytosis  may  also  be  indicative
of  the  disease.  Further  experiments  are  required  to  understand  the  variations  between  cel-
lular  and  humoral  immunities  throughout  the  course  of  bTB  infection.  A  detailed  knowledge
of  the  peripheral  blood  cells  involved  in  all  stages  of  the  bTB  immune  response  of  naturally
infected  cattle  is  essential  for the  optimal  exploitation  of  diagnosis  and  vaccination  models.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Bovine tuberculosis (bTB), which is caused by Mycobac-
terium bovis, represents a contagious chronic disease in
cattle that is characterized by the formation of granulo-
matous lesions generally in the lungs and associated lymph
nodes (Neill et al., 1988). bTB not only has a great economic
importance in animal-related trade and production, but it is
also an important public health problem because humans
can be infected (Cousins, 2001). Although the direct cor-
relation between M.  bovis infections in cattle and human
populations is not well-known, bTB is present in most
developing countries in which surveillance and control
activities are often inadequate or unavailable (de la Rua-
Domenech, 2006).

It is generally accepted that cell-mediated immunity
(CMI) is of great importance in the control of intracellular
pathogens, such as M.  bovis, involving complex interactions
between macrophages and T cells, and the production of
IFN-�, which is essential to activate macrophage microbi-
cidal pathways (Boom, 1996; Orme and Cooper, 1999). In
cattle experimentally infected with M.  bovis, CD4+ T cells
appear to be the dominant cell subpopulation producing
IFN-� and CD8+ T cells have also been identified as pro-
ducers of IFN-� (Hope et al., 2000; Smyth et al., 2001).
CD4+ T cells contribute to the inhibition of intracellular
growth of bacilli, whereas CD8+ T cells lyse M.  bovis infected
macrophages (Liébana et al., 2000). �� T cells have been
observed to be involved in the early stages of M. bovis
infection and early lesion formation (Pollock et al., 1996;
Cassidy et al., 2001), where they may  play a significant
role in the bacterial containment through the production
of IFN-� (Smyth et al., 2001; Kennedy et al., 2002), thereby
contributing to a Th1-biased response, linking innate and
adaptive immunities (Price et al., 2007). In addition, it
has been shown that the Th1 cytokine IL-2 can influence
the course of bTB infections. This cytokine plays a pivotal
role in generating immune responses through the induc-
tion of antigen-specific T cell expansion (Ng et al., 1997;
Rhodes et al., 2000a). Therefore, the CD4 Th1 cell-mediated
IL-2 secretion or the T cell-mediated expression of its
receptor represents important measurable parameters
in bTB.

With disease progression, changes in the immune bal-
ance from a dominant Th1-type response toward a more
prominent Th2 response are associated with B-cell anti-
body production, anergy of CMI  responses (Ritacco et al.,
1991; Boussiotis et al., 2000; Dlugovitzky et al., 2000) and
an elevated risk of M.  bovis shedding from the upper res-
piratory tract (McCorry et al., 2005). Thus, in the field, the
presence of animals with high antibody levels might sug-
gest the presence of active disease, which represents a
threat to nearby animals and humans.

The aim of the present study was  to investigate immune
peripheral blood cells in tuberculin reactor cattle that are
seropositive or seronegative for M. bovis antigens, using
flow cytometry and hematological analysis. Any differ-
ences observed between the seropositive and seronegative
animals would provide relevant information concern-
ing the different stages of mycobacterial immunity and
increase our understanding of the events that might occur
during disease progression.

2. Materials and methods

2.1. Animals and experiment plan

Holstein-Friesian females between 3 and 8 years of age
(mean age 4.3 years) were used. The apparently infected
animals were obtained from a herd with a recent history
of infection with M.  bovis and a bTB prevalence of 32%
at the time of the study, as determined using the single
intradermal comparative tuberculin test (SICTT), while the
control animals were acquired from a bTB-free accred-
ited herd. bTB positive animals were selected and grouped
based on their antibody levels to M. bovis. Then, the periph-
eral immune cell populations and cellular activation were
determined in each group.

2.2. Detection of IgG antibodies in serum

Serological responses were assessed by ELISA as
described previously (Estrada-Chávez et al., 2001). Briefly,
the plates (Nunclon, Roskilde, Denmark) were coated
overnight at room temperature with 1 �g/well of M.  avium
or M. bovis CFPE (PRONABIVE, Mexico City, Mexico) in 0.1 M
carbonate buffer, washed with PBS containing 0.1% Tween-
20 and blocked with skim milk (3.0%) for 1 h at 37 ◦C. The
plates were washed and incubated with sera diluted in
PBS (1:100). Following 1 h at 37 ◦C, the plates were washed
and incubated for 1 h at 37 ◦C with the peroxidase-labeled
G protein (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO,  USA) diluted in
PBS (1:10,000). The plates were washed, the chromogenic
substrate, 0.04% o-phenylenediamine (Sigma–Aldrich, St.
Louis, MO,  USA) and 0.04% hydrogen peroxide in cit-
rate buffer, was added, and the plates were incubated
at 37 ◦C for 5 min. The optical density values were read
at 492 nm (OD492 nm) in a spectrophotometer (Benchmark
Plus Microplate Spectrophotometer, Bio-Rad Laboratories,
Hercules CA, USA).

An analysis of the receiver operator characteristic
(ROC) curve for the OD492 nm cut-off point was  performed
from SICTT data, using Win  Episcope 2.0 software
(Learning Technology Section, College of Medicine & Vet-
erinary Medicine, The University of Edinburgh, Edinburgh,
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Scotland, UK). The results showed an OD492 nm cut-off point
of 0.370. Therefore, the animals were considered reactive
when the OD492 nm was ≥0.370. A high-level serum sample
from a cow with disseminated lesions of bTB was  used as
a positive control on each plate. The negative control was
obtained from a cow on a farm without a recent history of
bTB; the cow tested negative for SICTT, IFN-� and PCR (nasal
secretions, lungs and lymph nodes of the respiratory tract).

2.3. SICTT

The SICTT was conducted by intradermal injection
of the cattle with 0.1 ml  (1 mg/ml) of bovine PPD and
0.1 ml  (0.5 mg/ml) of avian PPD (PRONABIVE, Mexico
City, Mexico). The skin thickness was measured before
the intradermal injection and at 72 h post-injection. The
results were recorded as increase in skin thickness at
72 h compared to thickness pre-injection, and a standard
interpretation was applied according to the criteria of the
Mexican Official Norm (NOM, 1995).

2.4. Production and measurement of IFN-�

Heparinized blood (1.5 ml)  was dispensed into three
wells of 24-well plates (Nunclon, Roskilde, Denmark) and
avian or bovine PPD (both at 20 �g/ml) or PBS was  added.
The cultures were incubated for 24 h at 37 ◦C and the IFN-
� levels in the plasma supernatants were measured using
a sandwich ELISA kit (Bovigam®, Prionics AG, Schlieren-
Zurich, Switzerland) as described previously (Rothel et al.,
1990). The results were interpreted according to the criteria
described in the commercial kit instructions.

2.5. Simple and nested PCR

The simple PCR reaction was performed from nasal
secretions in order to amplify a 372 pb segment of the
MPB70 gene of the M.  tuberculosis complex (Cousins et al.,
1991), and the product was used to amplify a 208 pb frag-
ment within the 372 pb region by a nested PCR, as described
previously by Estrada-Chávez et al. (2004).

2.6. Group formation from ELISA data

The seropositive group (n = 8) was composed of animals
with an OD492 nm ≥ 0.380 to a CFPE of M.  bovis; the mean
antibody level of the group was 0.618, which was  signifi-
cantly higher than that of the other groups (p < 0.0001). The
seronegative group (n = 9) was composed of animals with
an OD492 nm ≤ 0.352; the mean antibody level of the group
was 0.250. The cattle in the control group (n = 10) were
negative with antibody levels ≤0.205 and a mean antibody
level of 0.147. The antibody levels to the M.  avium anti-
gens were low in all groups, ensuring that the response
was directed toward M.  bovis antigens (Table 1).

2.7. SICTT, IFN-� assays and PCR for each group

The results from the SICTT and IFN-� responses of
seropositive and seronegative groups showed positive cat-
tle; the mean increases in skin thickness were 9 and 11 mm

Table 1
The groups obtained from the results of the ELISA assay.

Groups ELISA (OD492 nm)a

CFPE-A CFPE-B

Seropositive
17 0.196 0.680
928 0.267 0.805
940 0.324 0.704
351 0.130 0.478
354 0.144 0.380
355 0.106 0.641
2783 0.143 0.529
3217 0.197 0.729
Mean 0.188 0.618b

Seronegative
902 0.198 0.340
904 0.156 0.260
937 0.146 0.215
979 0.094 0.326
2402 0.148 0.177
2748 0.152 0.263
2793 0.097 0.124
2848 0.128 0.352
3245 0.098 0.193
Mean 0.135 0.250

Control
173 0.103 0.128
176 0.104 0.129
213 0.195 0.199
214 0.138 0.205
217 0.160 0.098
218 0.099 0.105
219 0.088 0.130
238 0.139 0.175
252 0.121 0.160
954 0.103 0.144
Mean 0.125 0.147

a Antiboby response to M. avium or M.  bovis culture filtrate protein
extract (CFPE-A or CFPE-B respectively).

b Statistically significant difference between the seropositive group and
the  other two groups (p < 0.0001).

for avian PPD and 33 and 35 mm for bovine PPD, respec-
tively, while the mean values of IFN-� levels (the OD450 nm
of the antigen minus the OD450 nm of the medium alone)
were 0.386 and 0.580 in blood stimulated with avian PPD
and 1.561 and 1.161 in blood stimulated with bovine PPD,
respectively. The animals of the control group were con-
sidered to be healthy, as all animals were negative for both
tests according to the Mexican Official Norm (SICTT) or the
assay kit instructions (IFN-�). The PCR results showed 6/8,
5/9 and 0/10 positive animals in the seropositive, seroneg-
ative and control groups respectively (Table 2).

2.8. Flow cytometry

The lymphocyte subpopulations were evaluated as
described previously (Sopp et al., 2006). Heparinized blood
was  obtained from animals and the red blood cells were
lysed for 15 min  in a lysis solution containing ammonium
chloride. Cells were washed in PBS and 5 × 105 cells were
resuspended in PBS containing 0.2% bovine albumin and
0.2% sodium azide. The cell suspensions were stained for
20 min  at room temperature using the following mouse
anti-bovine mAbs: MM1A  (IgG1, CD3), IL-A11 (IgG2a, CD4),
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Table  2
Summary of the SICTT and IFN-� responses and the PCR results from cattle
seropositive or seronegative for M.  bovis antigen.

Groups SICTT (mm)a IFN-� (OD450 nm)b PCRc

PPD-A PPD-B PPD-A PPD-B

Seropositive
17 28 41 1.212 2.151 +
928 18 28 0.827 2.723 +
940 0 18 0.377 2.605 +
351 1 12 0.227 0.965 −
354 5 24 0.119 1.089 +
355 13 71 0.046 0.336 +
2783 3 53 0.187 1.829 −
3217 3 20 0.096 0.787 +
Mean 9 33 0.386 1.561

Seronegative
902  7 16 0.465 1.167 +
904 31 37 1.661 2.072 +
937 20 29 2.361 2.523 +
979 8 21 0.165 0.561 −
2402 4 23 0.158 0.885 −
2748 5 78 0.055 0.208 +
2793 8 24 0.083 0.856 −
2848 8 71 0.042 0.764 −
3245 4 12 0.233 1.412 +
Mean 11 35 0.580 1.161

Control
173  0 0 0.048 0.015 −
176 0 0 0.001 −0.013 −
213 0 0 0.017 0.002 −
214 0 0 0.000 −0.004 −
217 0 0 0.080 0.028 −
218 0 0 0.014 −0.002 −
219 0 0 0.032 0.019 −
238 0 0 0.023 0.012 −
252 0 0 0.011 −0.003 −
954 0 0 0.048 0.045 −
Mean 0d 0d 0.027d 0.010d

a Increases in skin thickness (thickness at 72 h minus thickness at 0 h).
b Values represent the OD450 nm of the antigen minus the OD450 nm of the

medium alone.
c Nested PCR results using the MPB70 gene.
d Statistically significant difference between the control group and the

other two groups (p < 0.05).

CACT108A (IgG2a, CD25), BAQ44A (IgM, B lymphocytes),
from VMRD INC (Pullman, WA,  USA) and MCA837G (IgG2a,
CD8), MCA838G (IgG2a, WC1) from AbD Serotec (Kidling-
ton, Oxford, UK). The cells were washed and incubated
with a FITC-conjugated anti-mouse IgG1 or phycoerythrin
(PE)-conjugated anti-mouse IgG2a immunoglobulin (Jack-
son ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Baltimore
Pike, Pa, USA) for 20 min  at room temperature in the dark.
The cells were washed and assayed using a FACSCalibur
flow cytometer (Becton Dickinson Biosciences, San José,
CA, USA). A total of 10,000 events were acquired for subse-
quent analysis. The data were analyzed using FlowJo 7.6.1
software (Tree Star Inc., Ashland, OR, USA). The percentage
of positively stained cells was determined with reference
to the control cells for which the primary mAb  had been
omitted. For the determination of cellular activation, whole
blood samples were incubated for 24 h at 37 ◦C with PBS
or bovine PPD (20 �g/ml) in 24-well plates (Smyth et al.,
2001). Primary labeling was performed with CD3 and CD25

Fig. 1. Proportions of WC1+, CD4+, CD8+ T cells and B cells within the
total lymphocyte-gated population, as determined using flow-cytometry
analysis of whole-blood samples from cattle seropositive or seronegative
for  M. bovis antigens. Each bar represents the group mean ± SD of the
group. * Statistically significant difference (p < 0.05).

mAbs, followed by the detection with FITC and PE conju-
gates.

2.9. Leukocyte cell population subset counts

Total leukocytes were counted, in EDTA blood samples,
by using an automatic cell counter (Mindray, BC-2800 Vet,
Nanshan, Shenzhen, China).

2.10. Statistical analyses

Significant differences between groups for antibody,
IFN-� responses, SICTT data and leukocyte counts were
determined through Kruskal-Wallis analysis followed by
the Dunn test. The T cell subpopulations and cellular activa-
tion were evaluated through one-way analysis of variance
followed by the Tukey–Kramer HSD test, using the JMP
5.0.1 software for Windows (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA). A probability of p < 0.05 was  considered to be signif-
icant.

3. Results

3.1. The seropositive group contains less CD8+ T cells and
more B cells

The lymphocyte subsets (WC1+, CD4+, CD8+ and B
cells) of the different groups were investigated using
flow cytometry (Fig. 1). No difference was  observed in
the percentage of WC1+ �� and CD4+ T cells among the
three groups (p = 0.4708 and p = 0.0595, respectively). Nev-
ertheless, the CD8+ T cells were significantly decreased
(p = 0.0001) in the seropositive and seronegative groups,
exhibiting 18.08 ± 4.79% and 24.04 ± 5.16% CD8+ T cells
respectively, compared with 30.19 ± 3.65% in the control
group. In addition, the proportion of CD8+ T cells was sig-
nificantly decreased in the seropositive group compared
with the seronegative group. The percentage of B cells
was significantly increased (p = 0.0009) in the seroposi-
tive group (31.86 ± 4.69) compared with the seronegative
group (22.28 ± 4.67) and the control group (18.68 ± 3.31).
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Table 3
Mean leukocyte cell population subset counts in cattle seropositive or seronegative for M. bovis antigens.

Groups Leukocytes (×109/L) Lymphocytes Monocytes Neutrophils

Seropositive 14.04 ± 2.80 8.71 ± 1.25 1.08 ± 0.53 4.02 ± 1.34
Seronegative 13.56 ± 4.39 7.67 ± 2.52 1.14 ± 0.41 4.04 ± 1.91
Control 7.63 ± 1.89a 4.84 ± 1.92a 0.14 ± 0.12a 2.06 ± 0.55a

a Statistically significant difference between the control group and the other two  groups (p < 0.05). The results are group mean ± SD of the group.

3.2. The seropositive group contains more activated T
cells following antigen stimulation

No significant difference was observed (p = 0.7456) in
the activation of T cells among the three groups in the
cultures containing PBS (Fig. 2). However, the levels of
activation were significantly higher (p < 0.0001) in the
seropositive and seronegative groups with 30.07 ± 4.10%
and 24.48 ± 1.28% respectively, compared with the control
group with 17.14 ± 1.42% in response to PPD. Moreover,
the proportion of CD3+/CD25+ T cells was significantly
increased in the seropositive group compared with the
seronegative group.

3.3. The seropositive and seronegative groups contain
similar leukocyte cell population numbers

To assess potential difference in leukocyte composition
between the groups, whole blood samples were subjected
to hematological analysis (Table 3). A significant difference
was observed in the leukocyte counts between both appar-
ently infected groups and the control group (p = 0.0012).
The altered leukocyte composition was due to increases in
the mean number of lymphocytes (p = 0.0057), monocytes
(p = 0.0010) and neutrophils (p = 0.0320) of seropositive
and seronegative groups relative to the control group.
No difference was observed in eosinophil (p = 0.0898) and
basophil (p = 0.5738) counts (data not shown).

The results indicated that the animals apparently tuber-
culous that are seropositive or seronegative for M. bovis
antigens exhibited in the peripheral blood a decrease in
CD8+ T cells and increases in cellular activation levels in
response to PPD, total leukocyte, lymphocyte, monocyte

Fig. 2. Proportions of activated cells (CD3+/CD25+) within the total
lymphocyte-gated population, as determined using flow-cytometry anal-
ysis of whole blood samples from cattle seropositive or seronegative
for  M. bovis antigens following 24 h of culture with PBS or PPD. Each
bar represents the group mean ± SD of the group. *Significant difference
(p  < 0.0001).

and neutrophil counts. However, the seropositive animals
showed a greater decrease in CD8+ T cells and a greater
increase of cellular activation. In addition, although the
CMI  was  active, animals with a high humoral immunity
exhibited an increase in the number of B cells, as expected.

4. Discussion

In the present study, we used a natural host challenge
model of bTB to evaluate the immune peripheral blood
cells in apparently infected cattle that are seropositive or
seronegative for M.  bovis antigens. Significant differences
were detected between the groups.

In bTB infections, circulating WC1+ ��, CD4+ Th1 and
cytotoxic CD8+ T cell subpopulations are involved, while
the role of B-cells during is not clear and their participation
needs further study. Firstly, the WC1+ �� T cells decreased
and then increased, suggesting localization to developing
lesions and clonal expansion. Secondly, the CD4/CD8 ratio
increased. Thirdly, the CD4/CD8 ratio decreased to less
than pre-infection measurements. The latter changes sug-
gested sequential involvement of CD4+ and then CD8+ T
cells (Pollock et al., 1996).

In a previous study, it was  observed that the percentages
of peripheral blood CD4+ T cells in water buffalo positive
for the bTB single intradermal test were reduced, while the
CD8+ and �� T cells were increased compared with nega-
tive animals, although the increase in WC1+ �� T cells was
not statistically significant since the individual variations
were very high (Dhinakar et al., 2007). Our data differ from
these results as no difference was observed in CD4+ T cells
among the groups, while the CD8+ T cells were decreased
in both apparently infected groups. Since a comparative
study of the immune responses induced after infection of
cattle with M.  bovis has suggested that the proliferative
responses toward M. bovis antigens in the blood are equiv-
alent to those in the site of active disease (Rhodes et al.,
2000b), it is tempting to compare the immune response in
peripheral blood shown in this study with the site of dis-
ease. Therefore, a study have demonstrated that in M. bovis
infected calves, CD4+ T cell numbers in lymph node gran-
ulomas remained constant over time and that the number
of CD8+ and WC1+ �� T cells was  diminished in matured
granulomas (Palmer et al., 2007), similar to what we found
in peripheral blood for CD4+ and CD8+ T cells. The authors
suggested that the loss of T cell subsets during late stages
correlates with a failure of the immune system to control
the infection. Moreover, it has been reported that TB in
goats caused by M. caprae induced changes in cellular pop-
ulations comparable to those described for M. bovis in cattle
and a study showed no significant difference between nat-
urally infected and non-infected goats in the percentages
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of CD4+ T cells and a higher percentage of CD8+ T cells
was observed in healthy compared to infected goats (Bezos
et al., 2012), supporting our results. In human, studies of
peripheral blood T-cell subsets in TB cases have obtained
different results. In some studies, the percentages of CD4+

T cells were decreased, while the percentages of CD8+ T
cells were unchanged compared with controls (Ashtekar
et al., 1993; Carvalho et al., 2002). However, other stud-
ies showed that CD4+ T cells are reduced while CD8+ T
cells are increased (Tsao et al., 2002; Pessaran et al., 2005).
Other works have shown a decrease in CD4+ and CD8+

T cells (Jones et al., 1997; Rodrigues et al., 2002), while
Shijubo et al. (1992) found only CD8+ T cells to be signif-
icantly decreased; the other T-cell subsets were normal.
Variations between studies suggest diverse stages of the
disease; nevertheless, all studies mentioned an alteration
in the CMI  response. The activity of the peripheral T cells
exhibit the nature of the immune response and the results
of our study confirm an alteration in CMI  during bTB, as the
percentages of CD8+ T cells are decreased. Thus, we  suggest
a failure of the host response to control the infection and
advanced stages of the disease in both apparently infected
groups.

The majority of cattle infected with M.  bovis develop
a delayed-type hypersensitivity response, which is man-
ifested as a positive response to intradermal injection
with PPD, which normally correlates with the in vitro IFN-
� blood test. Unfortunately, a proportion of cattle with
advanced and generalized infection fail to develop an
in vivo or in vitro responsiveness to PPD (so-called aner-
gic animals), giving false negative despite being infected
with bTB (Welsh et al., 2005; Pollock et al., 2005). Animals
with such disease stage are recognized as having a high
antibody titer (Lightbody et al., 1998; Lyashchenko et al.,
2004), which can be detected by serological assays (Plackett
et al., 1989; Yearsley et al., 1998; de la Rua-Domenech
et al., 2006). Importantly, anergic animals are thought to be
highly infective (Pollock et al., 2005). In the present study,
the exact time of infection of the animals was not known.
However, the higher decrease observed in the percentage
of CD8+ T cells of the seropositive group compared to the
seronegative group, along with a greater percentage of B
cells and circulating antibodies could be ascribed to the
different immunological status that parallel the evolution
of the natural infection. These results suggest an immi-
nent shifting from the CMI  response toward an humoral
response and a more advanced stage of the disease in this
group. The sacrifice of the animals would have confirmed
this supposition; however, animal sacrifice could not be
performed, due to establishment constraints, and might be
envisaged for future studies.

In cattle, the proportion of activated cells (CD25+) in vivo
increases 30 days after M.  bovis infection (Pollock et al.,
1996), and it has been shown that the three subpopulations
of T cells activate and upregulate the CD25 molecule, which
represents the IL-2 receptor alpha chain (Smyth et al., 2001;
Kennedy et al., 2002). Moreover, following culture with M.
bovis antigens, an increase of the expression of CD25 has
been detected in WC1+ ��, CD4+ and CD8+ T cells of infected
cattle (Smyth et al., 2001; Maue et al., 2005; Blanco et al.,
2011).

In the present investigation, the cellular activation in
circulating total T cells was  evaluated following 24 h of
culture with PBS or PPD. No significant difference was
observed among the three groups after 24 h of culture with
PBS; all groups had approximately 17% activated T cells.
The activation of T cells in the absence of antigen has been
reported in both infected and uninfected cattle (Smyth
et al., 2001). In addition, it has been shown that the WC1+

�� T cells constitutively express CD25 (Collins et al., 1996).
However, following culture with PPD, distinct levels of

T cell activation were observed; there was  an increase of
the levels of activation in both apparently infected groups,
unlike the control group, indicating the specificity of the
response to M. bovis antigens. The cellular activation of
total T cells induced by M. bovis antigens demonstrates
their role in anti-mycobacterial immunity. In addition, a
significant difference was observed between the seroposi-
tive and seronegative groups, indicating a greater number
of M. bovis-specific T cells in circulation in the seroposi-
tive group, probably due to the more prolonged time of
the infection. Blanco et al. (2011) determined whether the
cellular activation was related with the pathology dur-
ing early M. bovis infection and values of T cell activation
were divided into two groups based on the presence or the
absence of pathology in the infected animals. At 15 days
post-infection, the activation of CD4+ and CD8+ T cells after
PPD stimulation from the group with macroscopic lesions
was significantly greater than that of the group without
macroscopic lesions. At 60 and 90 days post-infection, the
activation of all T cell subsets was consistently superior in
the group with macroscopic lesions; however, these dif-
ferences were not statistically significant. Similarly, the
absolute number of CD25+ T cells was superior in the group
with macroscopic lesion. They concluded that CD4+ and
CD8+ T cells activation during the early stages of infection
was positively associated with pathology. In the present
study, we observed similar results, as the seropositive
group, probably with a more advanced disease, shows a
higher T cell activation than the seronegative group, sug-
gesting a positive correlation with the degree of the disease.

bTB affects hematological parameters. However, it has
been reported that the results can vary with the stage and
progress of the disease (Lepper et al., 1977), and leukocyto-
sis, leukopenia, lymphocytosis, lymphopenia, neutrophilia
and monocytosis can occur (Kumar et al., 1994). According
to Samad and Rahman (1986), total leukocyte and lym-
phocyte counts significantly increased, while neutrophils
decreased in positive reactors. Another study has shown
that infected cattle displayed an increase in the proportion
of lymphocytes, accompanied by a decrease in the propor-
tion of monocytes (Killick et al., 2011). Shettar et al. (2011)
observed an increase in monocyte and eosinophil number
values and a decrease in neutrophil counts in reactor cattle,
while Javed et al. (2010) have shown a higher lympho-
cyte percentage and a lower value of neutrophils in reactor
cattle.

The leukocyte formula of healthy female Holstein cat-
tle in various stages of lactation and pregnancy from over
two years to ten years of age consists of 3.8–11.0 × 109/L of
leukocytes, 1.0–5.8 × 109/L of lymphocytes, 0.0–0.9 × 109/L
of monocytes and 0.7–4.9 × 109/L of neutrophils (Lumsden
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et al., 1980). In the present study marked differences were
found in apparently infected groups. The altered leukocyte
count was due to an increase in lymphocytes, monocytes
and neutrophils of both groups compared with the healthy
group. However, the neutrophils values were within the
normal reference intervals for healthy female Holstein
cattle. It has been observed that the animals with dis-
crete lesions may  not indicate any change in the blood
picture though it may  elicit a positive tuberculin reac-
tion, while in advanced cases a slight neutrophilic reaction
may  be observed (Samad and Rahman, 1986), supporting
our results. Leukocytosis (monocytosis and lymphocyto-
sis) have developed in both apparently infected groups of
the present study. Lymphocytosis represents a common
response to antigenic stimulation and both monocyto-
sis and lymphocytosis may  develop in chronic diseases
(Duncan and Prasse, 1986). Moreover, it has been observed
that monocytosis was a common picture observed in blood
samples of tubercular cattle (Kumar et al., 1994); whereas
no significant difference was observed in monocyte per-
centage between reactors and non-reactors (Samad and
Rahman, 1986). Hence monocytosis can be regarded as
an evidence of active extension of tuberculous process
(Shettar et al., 2011), supporting an advanced stage of the
disease of both apparently infected groups. The presence
of humoral immunity (seropositive group), attributable to
more advanced stages of bTB did not affect the leukocyte
composition. Despite the influx of lymphocytes and mono-
cytes, the inability of infected cattle to eliminate M. bovis
suggests a failure of the host immune response to control
the infection.

5. Conclusion

In conclusion, the results from this study demonstrated
differences in immune peripheral blood cells of tuberculin
reactor cattle that are seropositive or seronegative for M.
bovis antigens, probably due to different stages of bTB
among the groups. The percentage of CD8+ T cells, B cells
and the T cell activation levels may  represent biomark-
ers for the progression of the disease. However, general
characteristic shared by both apparently infected groups
as lymphocytosis and monocytosis may  also be indica-
tive of the disease. Further experiments are required to
understand the variations between cellular and humoral
immunities throughout the course of bTB infection. A num-
ber of studies have determined the contribution of Th1 and
Th2 responses to the protective immunity and pathology
of M.  bovis infection. However, much of that information is
derived from experimentally infected cattle and few data
from naturally infected animals are available. A detailed
knowledge of the peripheral blood cells involved in all
stages of the bTB immune response of naturally infected
cattle is essential for the optimal exploitation of diagnosis
and vaccination models.
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