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RESUMEN

Mycobacterium bovis es el principal microorganismo involucrado en la tuberculosis bovina (TB), enfermedad
infectocontagiosa crénica que guarda gran importancia por el riesgo que representa para la salud humana y por
los efectos negativos que preduce en la ganaderfa nacional. La incidencia de Ia enfermedad varia con el tipo de
explotacién al que son sometidos los animales y con las diferentes zonas geograficas de nuestro pais. La
investigacién en el 4rea tiene como finalidad lograr reducir la incidencia, aplicando eficientes programas de
control que permitan Ia identificacién de los animales tuberculosos, mediante pruebas de diagnéstico altamente
sensibles y especificas, junto con el establecimiento de medidas profilacticas adecuadas. Para alcanzar estas
metas es indispensable conocer cudles son los componentes micobacterianos capaces de inducir una inmunidad
celular especifica, dirigida principalmente por células T CD4 productoras de IFN-y, mediador clave en la
activacion del macréfago, célula con elevada capacidad fagocitica y micobactericida. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la capacidad para inducir la secrecién de IFN-y de diferentes fracciones separadas por
isoelectroenfoque de un extracto proteico del filtrado de cultivo (CFPE) de M. bovis; asi como de varias proteinas
purificadas de algunas de estas fracciones en animales PPD positivos y PPD negativos. Para tal efecto se cultivo
la cepa de M. bovis ANS en medio sintético, dando seguimiento a la cantidad y nimero de proteinas excretadas
en las diferentes semanas de cultivo mediante analisis electroforético. De este modo, se estableci6 que en la sexta
semana de cultivo y empleando uns saturacion final del 80 % de sulfato de amonio hay una mayor recuperacién
de las proteinas presentes en los sobrenadantes de cultivo. Los CFPE asf obtenidos fueron utilizados para realizar
estudios de inmunotransferencias y separacién de proteinas por isoelectroenfoque. El andlisis de las fracciones
del CFPE separadas por isoelectroenfoque, mostré numerosas bandas proteicas comprendidas entre los 14 y 75
kDa, 1a mayorfa de ellas distribuidas en un rango de pH de 5a 6. Las fracciones se¢ emplearon para estimular
células de animales con diferente grado de reactividad a la tuberculina. Se observo que los niveles de [FN-y
producidos estn relacionados directamente con la reactividad que mostraban los animales, y que la produccién
de la citocina se favorece con la estimulacién de fracciones que contienen proteinas con punto isoeléctrico 4cido.
Por otro lado, considerando la presencia y grado de lesiones que presentaban los animales, ademds de su grado de
reactividad a la prueba intradérmica de Ia tuberculina, se observé un decremento progresivo en la capacidad de
produccion del IFN-y de las células de fos animales conforme evoluciona la enfermedad. Esta tendencia se
observé no solo con los antigenos micobacterianos, sino también con €l mitégeno Con-A. Los indices mas bajos
de estimulacién, se observaron en los cultivos de animales anérgicos, indicando la disfuncionalidad de las células
de estos animales. Debido a que, la respuesta de produccién de la citocina se ve faverecida con las proteinas
4cidicas; se evalud la capacidad de dos proteinas purificadas de 19 kDa, una de ellas homéloga a ta MPB70 y otra
homologa a la proteina Rv-1174c de M. tuberculosis. Ambas proteinas favorecieron la secrecién de IFN-y en
animales PPD positivos. También se evalud la capacidad de otras siete proteinas purificadas para inducir una
respuesta de hipersensibilidad tardia, asi como la produccién de IFN-y en cultivos de células de animales
reactores. La respuesta fue heterogénes para estos animales, mientras que algunos respondieron fuertemente a los
diferentes antigenos otros no exhiben ningun tipo de reactividad. Los resultados observados tanto en anélisis de
inmunotransferencia, como en los ensayos de estimulacién in vitro con las diferentes fracciones o protefnas

purificadas, indican variabitidad en la capacidad de respuesta de los animales la cual guarda relacién con el



nimero de exposiciones y estado de enfermedad que presentan los animales. La variacién se refleja
principalmente hacia antigenos individuales mas que a mezclas antigénicas. Sin embargo, la informacién que se
obtiene al evaluar los antigenos individualmente permite determinar su participacion en el desarrolle de una

inmunidad protectiva o en la inmunopatologia de la enfermedad.



ABSTRACT

Mycobacterium bovis is the main microorganism involved in bovine tuberculosis (TB) a chronic, infectious
disease of great importance due to the risk it represents for human health and the negative effects on
national livestock. Frequency of the disease varies with the geographical areas and the type of exploitation.
Research on this area is aimed to decrease this frequency by applying efficient control methods based on
identification of infected animals, using highly specific and sensitive diagnosis tests, together with adequate
prophylactic actions. In order to achieve these goals it is essential to know which are the micobacteria
components capable of inducing a specific cellular immunity, directed mainly by CD4 T cells which produce
IFNy, a key component in activation of macrophages, cells that have a high phagocytic and mycobactericidal
activity. The objective of the present work was to evaluate the ability of protein fractions from a M. bovis
culture filtrate, as well as purified proteins, separated by isoelectric-focusing, to induce secretion of IFNy in
cells from PPD positive and PPD negative animals. For this, M. bovis ANS was cultured in synthetic
medium and the number and concentration of peptides was followed by SDS-PAGE analysis. It was
demonstrated that that during the 6th week of culture and using 80% final concentration of ammonium
sulphate gave higher yield of proteins recovered from the supernatant. These culture filtrates were then used
for western blot analysis and purification of proteins by isoelectric-focusing. Analysis of culture filtrates by
isoelectrofocusing showed numerous bands with MW from 14 to 75 kDa, most of them in a range of pH
between 5 and 6. The fractions obtained were used to stimulate cells from animals that showed different
response to PPD. It was observed that production of IFNy was directly related with reactivity to PPD in
these animals and higher stimulation was achieved using acidic protein fractions. On the other hand, when
the presence and magnitude of lesions were also considered, it seemed that there was an increase in
production of this cytokine with more advanced stages of the disease. However, when stimulation index
were determined, & progressive decrease was observed with the evolution of the disease. This was observed
not only with micobacteria antigens but also with the mitogen Con-A. The lowest index was observed with
anergic animals, suggesting dysfunction of cells from these animals. Since production of IFN-y was favored
by acidic proteins, the capacity of two purified proteins, a 19 kDa component homologous to MPB70 and
another hypothetic protein from M. tuberculosis was tested. Both proteins favored the secretion of IFN-y in
PPD positive animals, The capacity of other 7 purified proteins to induce delayed hypersensitivity, as well as
IFN-y production, was also evaluated in PPD positive animals. The response was heterogeneous, while some
gave strong reactivity with these antigens, other did not show any response. Results in Western blot analysis
and in vitro stimulation with different protein fractions indicated variability in the ability to respond these
animals which is related with the number of exposures and the stage of the disease. This vartation is
observed more with individual antigens rather than with antigenic mixtures. The information obtained
evaluating individual antigens allows determining their participation in the development of a protective

immune response or in the immunopathogenesis of the disease.
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1.INTRODUCCION

La tuberculosis bovina fue descrita por primera vez en el siglo X1V DC, al Norte de Italia por Columella; pero
no fue hasta que Robert Koch descubri6 el bacilo de la tuberculosis en 1882, que se conoci¢ més acerca de los
microorganismos causantes de la enfermedad, tanto en el humano como en animales. Desde entonces, se han
realizado grandes avances en el conocimiento de la biologia de los microorganismos Mycobacterium. bovis y M.
tuberculosis, agentes etiolégicos de la tubercutosis bovina y humana respectivamente. Lo que ha dado como
resultado el mejoramiento en las técnicas de diagndstico, prevencién y control de la enfermedad. La
tuberculosis ha acompafiado al hombre desde el principio de su historia, se ha considerado que alrededor del 8
% de tuberculosis en humanos es causada por M. bovis, teniendo su origen a partir de animales enfermos o

productos contaminados por M. bovis (1).

El establecimiento de programas de control de la tuberculosis bovina, con base en pruebas de diagndstico
confiables y en el sacrificio de animales reactores a la tuberculina, ha permitido eliminar casi por completo [a
enfermedad en paises con baja incidencia, dentro de las cuales invariablemente se encuentran los paises del
primer mundo. Sin embargo, el control de la enfermedad no se logra facilmente en paises con alta incidencia,
debido a factores econdmicos, sociales y culturales, que limitan llevar a cabo eficientes programas de control;
aunado a esta situacién, hay que considerar la resistencia adquirida por la bacteria hacia las drogas y la presencia
en los hatos de animales anérgicos, que diseminan la bacteria e infectan animales susceptibles; ademas, la
presencia de esta enfermedad es silenciosa en muchos paises del mundo. Estudios recientes sobre infeccién por
tuberculosis en México, permiten suponer que se trata de una enfermedad de alta incidencia y posiblemente in
crescendo. Ahora, es bien conocido que los animales de vida salvaje son reservorios y juegan un papel
importante en la diseminacion de M. bovis al ganado, razones por las cuales, la erradicacion de la enfermedad se
complica bajo estas circunstancias. En los ltimos afios la tuberculosis bovina ha ganado gran importancia en el
dmbito mundial y los estudios que se hacen en este campo, estin encaminados al conocimiento de la
patogénesis, bacteriologia, epidemiologfa, implicaciones zodnoticas, importancia de los reservorios de la
enfermedad, la bioquimica y la biologia molecular de M. bovis, asi como en la identificacion y

caracterizacién de antigenos importantes del complejo tuberculosis para el diagnéstice oportuno.

2. DEFINICION DE TUBERCULOSIS BOVINA

La tuberculesis bovina se caacieriza por ser una enfermedad infecto-contagiosa, cronica y progresiva de
distribucién mundial, producida principalmente por M. bovis, afecta tanto al hombre como a los animales, sin
embargo en raras ocasiones M. tuberculosis y M. africanum, pueden producir problemas de tuberculosis en el
bovino (2). La tuberculosis bovina producida por M. bovis, es la enfermedad mas importante del ganado vacuno,
que ha estado presente desde los liempos més remotos de su domesticacion. Es una enfermedad que guarda una
estrecha relacién con el desarrollo intensivo de la zootecnia. La especie mas susceptible a la infeccién por M.
bovis es el bovino, sin embargo esta bacteria no presenta especificidad de hospederos, razén por la que los
animales salvajes constituyen un importante reservorio de la infeccién. El tipo de explotacion y condiciones de

alojamiento a las que son sometidos los animales, son factores que pueden favorecer la presentacion de la
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enfermedad. Lo mismo ocurre en el ganado lechero, ya que su periodo productivo es mayor que el ganado de
carne. El hacinamiento, las malas condiciones higiénicas del alojamiento, la mala alimentacién, enfermedades

recurrentes y una respuesta inmune deprimida, favorecen el desarrollo de la enfermedad (3, 4, 5).

3. HISTORIA DE LA TUBERCULOSIS

El primer microorganismo que se describié patogeno al humano del género Mycobacterium fue M. leprae (5).
Afios después la especie fuberculosis, perteneciente a este género, fue descubierta por Robert Koch quién
observé que la bacteria se encontraba constantemente asociada a las lesiones tuberculosas. Koch logro su
aislamiento en cultivo puro a partir de casos clinicos, reprodujo la enfermedad en animales de experimentacidn
(cobayos) y recuperé el bacilo de los animales por €l infectados. Esto constituy6 una importante confirmacién de
los criterios que &l habia establecido para identificar al agente etioldgico de una enfermedad infecciosa. Despues
del hallazgo de Koch y gracias al desarrollo alcanzado por la bacteriologia, fue posible el descubrimiento de
nuevas especie, entre las que podemos citar al M. smegmatis, M. avium, M. karsassi 'y M. bovis (7).

A principios del siglo XIX, Rene Laenec reconocié la enfermedad bajo diferentes formas. La hipétesis de su
cardcter contagioso, tuvo dificultad para imponerse frente a la tesis del tumor de origen hereditario que en
Francia prevalecié durante mucho tiempo. Desde 1546, H. Frascatoro, y luego un siglo después los anatomistas
italianos A.M. Valsalva y G.B. Morgani, sospecharon el caracter contagioso de la tuberculosis, pero no fue hasta
1865 cuando el veterinario francés Jean Antoine Villemin, aporté la demostracién de este hecho, infectando
conejos con pus procedente de lesiones de humanos. Sin embargo, el descubrimiento permanecid ignorado por
sus contemporaneos, incluido el médico y microbidlogo alemén Robert Koch. En 1897, C. Fliigge médico
aleman, sospecho que las gotas emitidas con la tos, llamadas desde entonces gotitas de Fliigge, eran el origen de
la contaminacion. Esta via de contagio fire confirmada en 1913 por P. Chaussé, médico francés, quien demostré
que los bacilos pueden permanecer durante afios en los esputos secos o en la ropa (8).

Es posible que Ia tuberculosis producida por M. bovis, haya aparecido como enfermedad endémica, primero en
los animales, antes que en el humano (9). Se considera M. ruberculosis, microorganismo que posee la capacidad
de infectar diferentes especies de primates, aparecié primero en primates y posteriormente en humanos. Existen
evidencias de la presencia de la enfermedad desde el afio 3000 A. C. en el norte de Africa. En Egipto se han
descubierto figurilias y pinturas, mostrando deformaciones Oseas caracteristicas de esta enfermedad, que datan
de la era pre-dinastica de esa cultura. En los indigenas de América det Norte, también se han encontrado indicios
de tuberculosis anteriores a la conquista. Recientemente se identificaron bacilos 4cido-alcohol resistentes en
momias de Peri, con una antigliedad de casi de 700 afios DC. La incidencia de la tuberculosis en Inglaterra se
incremento bruscamente en el siglo X VII, de aqui se extendié lentamente hasta la Europa Oriental. En el Oriente
no se conocia la tuberculosis, hasta hace relativamente poco (1850 en las islas Hawaianas). La enfermedad era
rara en la India a mediados del siglo XIX, pero su diseminacion epidémica fue consecuencia del crecimiento
poblacional, del arribo de comerciantes y colonos europeos provenientes de lejanos paises (6). En los siglos
XVIII y XIX Ia prevalencia de la enfermedad en el humano alcanzé su méximo, tanto en Europa Occidental
como en los Estados Unidos, siendo indudablemente la principal causa de muerte en esos tiempos. Aunque la

tuberculosis bovina es una enfermedad muy antigua, sus efectos sobre la produccion y en saiud piblica, se
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enfermedad. Lo mismo ocurre en el ganado lechero, ya que su periodo productivo es mayor que el ganado de
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pusieron de manifiesto a finales del siglo XIX y principios del XX, con el desarrollo de la industria ganadera en

Europa y América (10, 11).

4. PRESENCIA DE LA TUBERCULOSIS BOVINA EN
MEXICO

De 300 millones de cabezas que constituyen la poblacién bovina de América Latina y el Caribe; 80 millones

se localizan en ciudades donde la incidencia de infeccién por M. bovis es muy baja o casi nula, mientras que el

resto de la poblacion bovina (220 millones) se encuentra distribuida en ciudades donde la prevalencia es

moderada o alta, y de donde no existe informacion valiosa sobre la presencia de la tuberculosis bovina. En

Meéxico, tanto la ganaderia lechera como la ganaderia de carne muestran fuertes diferencias en la incidencia de

alencia de tuberculosis bovina (TB) en la parte norte de México, se ha estimado

para ganado de carne {12). Sin embargo, en algunos puntos

infeccion por M. bovis. La prev:

en 2.1 % para ganado lechero y en un 0.1 %

geograficos de la parte centro y sur de México, los valores de TB son mayores al 25 % primordialmente en

ganado lechero. La presencia de esta enfermedad en hatos lecheros, constituye un riesgo potencialmente

e en salud publica, tanto por el consumo de productos no pasteurizados, como por el contacto de los
2,731,924

important
trabajadores en el campo y en  rastros con animales infectados (13). En 1992, México contaba con 3

cabezas de ganado bovino, de las cuales 3,433,641 (10.5%), correspondian a bovinos productores de leche y

29,208,283 (89.5%), correspondian a bovinos productores de carne. Los datos registrados mas recientemente
sobre la prevalencia de la TB indican un 11.1% y 2.9% para el ganado productor de leche y carne
respectivamente, observando claramente un incremento importante en la enfermedad (14, 15}. Por otro lado, en
1997 se tuberculinizaron un total de 4,132,793 bovinos de los cuales 1,432,437 pertenecian a ganado productor
de carne; 1,440,267 a ganado productor de leche; 722,243 fueron tuberculinizados por motivo de movilizacion
y 537,846 por exportaciones; del total de animales tuberculinizados se registraron 28,300 reactores, lo que se
estima que la prevalencia hasta diciembre de! afio de 1998 era de 0.68% (16), estos datos muestran sesgo en la
prevalencia de la enfermedad, ya que no mencionan las zonas que fueron evaluadas y corresponden unicamente a

los datos globales en toda la Republica Mexicana.
SITUACION EPIZOOTIOLOGICA
(TUBERCULOSIS BOVINA).

http:www.sagar.gob.mxf’users/Conasag/map_tub.htm
Fig. 1. Situacién actual de la tuberculosis bovina de acuerdo la Campafia Nacional de Tuberculosis- SAGAR.
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Fig. 1. Situacion actual de la tuberculosis bovina de acuerdo la Campafia Nacional de Tuberculosis- SAGAR.



5. IMPORTANCIA DE LA TUBERCULOSIS BOVINA
EN SALUD PUBLICA

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa diseminada en el 4mbito mundial, considerada una de las
principales causas de muerte en el mundo, el agente etiolégico mas importante de esta enfermedad en el
humano es M. tuberculosis, sin embargo existe una proporcién no determinada de casos en los cuales M. bovis se
ha encontrado involucrado. Este hecho ha propiciado que se tenga una atencidn especial en el control de la
enfermedad en los bovinos. En paises industrializados, el control de la tuberculosis en animales con programas
de erradicacion, conjuntamente con la pasteurizacion de la leche, han reducido drasticamente la incidencia de la
enfermedad producida por M. bovis, tanto en ganado bovino como en la poblacion humana.
Desafortunadamente, esto no ocurre en paises donde la tuberculosis bovina esta ampliamente diseminada, y las
medidas de control no se llevan adecuadamente o se aplican de manera esporadica. La correlacion directa entre
la infeccién de M. bovis en ganado y la enfermedad en la poblacién humana se encuentra bien documentada en
paises del primer mundo (17). La tuberculosis en humanos producida por M. bovis, es clinicamente
indistinguible de aquella producida por M. tuberculosis, y muchos de los casos ocurren en personas jovenes
como resultado del consumo o manejo de leche contaminada; las formas mas comunes de la enfermedad son
linfadenopatias cervicales, lesiones intestinales, lesiones en la piel (lupus vulgaris) y otras formas no
pulmonares que son particutarmente comunes. Sin embargo, poco se sabe de la frecuencia relativa de formas de
tuberculosis no pulmonares producida por M. bovis, en naciones en desarrollo, porque las facilidades de
laboratorio son limitadas para el cultivo y tipificacién de bacilos tuberculosos (18, 19).
Los efectos que sobre la produccion ganadera y en salud publica tiene la tuberculosis bovina, se pusieron de
manifiesto a fines del siglo XIX y principios del siglo XX, con ¢! desarrollo de la industria ganadera en Europa y
Ameérica. En los afios 50°s en ciudades como Alemania e Inglaterra, se encontré que cerca del 50 % del ganado
lechero sacrificado en rastro, presentaba lesiones tuberculosas a la inspeccién post-mortem. La alimentacién de
nifios con leche cruda proveniente de estos animales produjo més del 20 % de los casos de tuberculosis infantil
debido al bacilo bovino (20).
En 1932, el 35 % de los casos de tuberculosis no pulmonar en Gran Bretafia fueron producidos por M. bovis. En
ese entonces la tuberculosis pulmonar de origen bovino generalmente era rara. Sin embargo, después del uso de
la pasteurizacién de la leche, la distribucién anatémica de la enfermedad cambio significativamente; el pulmén
se volvio el sitio predominante, después el aparato urinario, nédulos linfaticos, médula 6sea y meninges (21).
A pesar de los esfuerzos realizados en el control de 1a enfermedad, esta ha resurgido en vaiius paises Europeos, y
en los Estados Unidos de donde se creia erradicada. Varios factores derivaron en el resurgimiento e incremento
de la tuberculosis humana a nivel mundial, por lo que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), ha declarado
a la enfermedad como un problema emergente de salud publica (22). Los factores que determinaron el
recrudecimiento de esta enfermedad fueron, las infecciones por el virus de inmunodeficiencia humana-1 (VIH-
1), la presencia de los albergues en las ciudades, la aparicién de cepas multirresistentes, y una infraestructura de
salud publica insuficiente. Se menciona que en este iltimo decenio moriran 30 millones de personas por esta
causa, si no se toman las medidas adecuadas para controlarla, y apareceran 90 millenes de nuevos casos. Segin

la OMS, aparecera un tuberculoso por segundo; si la tendencia letal es ascendente, la cifra sera de 5 millones en
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el afio 2050. Otros datos importantes descritos por la OMS, mencionan que mas de 50 millones de personas
infectadas con cepas de M. fuberculosis y algunos por M. bovis, presentardn resistencia multiple, lo que le da el
status de enfermedad de “dificil cura”. Afiddase a ello las dificultades del diagnéstico para identificar a los
posibles reservorios, herramientas necesarias para luchar contra esta grave enfermedad, la OMS la define como
amenaza mundial y la Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) recomienda considerarla una cuestién
prioritaria, ¢ impone que las autoridades sanitarias de los diferentes gobiernos, destinen los fondos
econdmicos adecuados para organizar un rapido diagndstico y un tratamiento total (23).

La OMS estima que la mitad de la poblacion humana en algin momento de su vida puede llegar a infectarse con
M tuberculosis, de los cuales 30 millones desarrollan la enfermedad y 3 millones mueren por este padecimiento
anualmente (24, 25, 26). Esta enfermedad se considera un problema exclusivo de paises en vias de desarrollo,
debido a varios factores, dentro de los que destacan, la falta de infraestructura adecuada en lo concerniente a
salud publica, la nutricién de cada individuo, la pobreza, 1a sobrepoblacion, la contaminacion, la resistencia del
bacilo a los fairmacos tradicionales y el mal uso de ellos (27, 28). En México al igual que en otros paises
subdesarrollados, la tuberculosis se encuentra ampliamente distribuida entre la poblacion. Los factores que
favorecen la diseminacién de la tuberculosis, son el consumo tradicional de leche sin previa ebullicion, asi como
el consumo de productos lacteos no pasteurizados, como dato relevante se determiné gue, de los 7000 millones
de litros de [eche producidos en México en el afio de 1992, solo el 60 % de la produccién fue pasteurizada,
poniendo de manifiesto el riesgo potencial, que representa los animales infectados como transmisores de esta
enfermedad (29). La escasa informacién epidemiolégica disponible, menciona que M. bovis es causante de entre
un 6 y 30 % de los casos de tuberculosis humana en los Estados Unidos por el consumo de leche no pasteurizada
(30). En México, entre los afios 1991 y 1993, se presentaron mds de 29,000 casos confirmados de tuberculosis
humana y se considera que alrededor de un 8 % de estos casos pudieron ser causados por M. bovis (31). La
tuberculosis en humanos por M. bovis contribuye importantemente en el ciclo de la tuberculosis en bovinos en el

continente Africano (32).

6. IMPORTANCIA DE LA TUBERCULOSIS EN
SALUD ANIMAL

Los factores determinantes para el inicio de los programas de control de la tuberculosis bovina, fueron su
impacto en salud piblica y en la economia, debido a que produce pérdidas directas, tanto en ganado lechero
como en ganado de carne, La pérdida por concepto oo produccin de ieche, se caicuid entre un 10- 15 % en
EE.UU. (33). En Argentina, en un estudio de casos y controles, se mostr6é que las pérdidas llegaban al 18 %,
como consecuencias de retrasos en la primera lactacion, disminucién del nimero de lactancias, disminucién de
la duracién de cada lactacién entre un 5 y 20 % con respecto a los animales sanos (34).

En el ganado de carne la produccién también disminuye, ocurriendo pérdidas directas en todo tipo de ganado.
La relacion beneficio costo de un programa de erradicacion de tuberculosis bovina en los EE.UU., elaborada por
Myers y Steele (35), mostro que el costo total del programa entre 1918 y 1966 fue de 435 millones de dolares. Si
no se hubiera realizado este programa, se continuarian decomisando por tuberculosis cerca de 100,000 bovinos,

por efectos del programa, los decomisos fueron disminuyendo hasta llegar en 1966 a sélo 68 animales. De esta
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forma, el ahorro anual por menor cantidad de decomisos, fue de 150 millones de délares, vale decir que en 3

afios el programa ahorré mas de lo que gasto en 49 afios. En resumen, el control y la erradicacién de la
tuberculosis bovina traen beneficios econémicos y de salud. Con el actual aumento de las exigencias sanitarias
por parte de los paises compradores, muy probablemente los paises exportadores verdn cerrarse estos mercados
si no cumplen con los requerimientos establecidos (36). Por otro lado en Argentina, se estimé que las pérdidas
econ6micas por tuberculosis bovina son cuantiosas, sumando sélo las pérdidas mas directas, tales como las
ocasionadas por los decomisos y las pérdidas de produccion de leche, las cuales llegan a 16 millones de délares

por afio (37).

7. TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD DE
HUMANOS A GANADO BOVINO

Las fuentes de infeccion de tuberculosis bovina al ganado bovino, fueron estudiada por Schliesser y sus colegas,
en el Estado de Hessen en Alemania, donde la enfermedad virtualmente estaba erradicada por el afio de 1961,
sin embargo, las observaciones de campo sefialaron que 12 personas con tuberculosis por M. bovis, infectaron
114 vacas de 16 establos entre 1968 y 1972. Se tiene datos de que solo un paciente con tuberculosis pulmonar
abierta, infecté 48 vacas en 4 diferentes establos. Se considera, en general, que la tuberculosis transmitida por el
humano hacia el ganado es de un 18 % (38). En vista de la importancia del humano como reservorio y fuente de
M. bovis para los bovinos, se ha recomendado en algunos paises que los casos de tuberculosis que presentan
algunos trabajadores de establos lecheros, sean investigados y notificados a las autoridades de Salud Puablica. La
importancia del ricsgo de transmision de M. bovis de personas infectadas al ganado y probablemente a otros
humanos, reside en el hecho de que este microorganismo pueda ser reintroducido en ciudades con baja

prevalencia de la enfermedad, por leche proveniente de ciudades con alta prevalencia (39, 40).

La evidencia de que el ganado bovino y sus productos, son fuentes potenciales de infeccién de M. bovis, al
humano, justifica la necesidad de proteger a la poblacién mediante programas de eliminacion de la enfermedad
en los bovinos (41). Las campafias de control y erradicacién de la tuberculosis en bovinos, se justifican
plenamente por tres razones importantes; a) el gran riesgo que existe dentro de la salud humana; b) la posible
prohibicién de la exportacién de nuestro ganado, asi como todos los productos derivados lacteos; y ¢) la

disminucién en la productividad ganadera (42).

8. TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS DEL
GENERO MYCOBACTERIUM

Las micobacterias son bacilos delgados o ligeramente curvos de 0.2 a 0.6 um de didmetro y de 1 a 4 ym de
longitud. Aparecen como células aisladas, pero con frecuencia se encuentran en grupos pequefios y a veces en
masas compactas en las que no se puede distinguir cada bacilo. Las micobacterias nombre comin de las

bacterias incluidas en este género, se consideran tradicionalmente diferentes del resto de las bacterias, debido a
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forma, el ahorro anual por menor cantidad de decomisos, fue de 150 millones de dolares, vale decir que en 3

afios el programa ahorréd mis de lo que gasto en 49 afos. En resumen, el control y la erradicacién de la
tuberculosis bovina traen beneficios econémicos y de salud. Con el actual aumento de las exigencias sanitarias
por parte de los paises compradores, muy probablemente los paises exportadores veran cerrarse estos mercados
si no cumplen con los requerimientos establecidos (36). Por otro lado en Argentina, se estimo6 que las pérdidas
econémicas por tuberculosis bovina son cuantiosas, sumando sélo las pérdidas mas directas, tales como las
ocasionadas por los decomisos y las pérdidas de produccién de leche, las cuales llegan a 16 millones de ddlares

por afio (37).

7. TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD DE
HUMANOS A GANADO BOVINO

Las fuentes de infeccién de tuberculosis bovina al ganado bovino, fueron estudiada por Schliesser y sus colegas,
en el Estado de Hessen en Alemania, donde la enfermedad virtualmente estaba erradicada por el afio de 1961,
sin embargo, las observaciones de campo sefialaron que 12 personas con tuberculosis por M. bovis, infectaron
114 vacas de 16 establos entre 1968 y 1972. Se tiene datos de que solo un paciente con tuberculosis pulmonar
abierta, infecto 48 vacas en 4 diferentes establos. Se considera, en general, que la tuberculosis transmitida por el
humano hacia el ganado es de un 18 % (38). En vista de ]a importancia del humano como reservorio y fuente de
M. bovis para los bovinos, se ha recomendado en algunos paises que los casos de tuberculosis que presentan
algunos trabajadores de establos lecheros, sean investigados y notificados a las autoridades de Salud Publica. La
importancia del riesgo de transmision de M. bovis de personas infectadas al ganado y probablemente a otros
humanos, reside en el hecho de que este microorganismo pueda ser reintroducido en ciudades con baja

prevalencia de la enfermedad, por leche proveniente de ciudades con alta prevalencia (39, 40).

La evidencia de que el ganado bovino y sus productos, son fuentes potenciales de infeccion de M. bovis, al
humano, justifica la necesidad de proteger a la poblacion mediante programas de eliminacién de la enfermedad
en los bovinos (41). Las campaiias de control y erradicacién de la tuberculosis en bovinos, se justifican
plenamente por tres razones importantes; a) el gran riesgo que existe dentro de la salud humana; b) la posible
prohibicién de la exportacién de nuestro ganado, asi como todos los productos derivados licteos; y ¢) la

disminucién en la productividad ganadera (42).

8. TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS DEL
GENERO MYCOBACTERIUM

Las micobacterias son bacilos delgados o ligeramente curvos de 0.2 a 0.6 pm de diametro y de | a 4 pm de
longitud. Aparecen como células aisladas, pero con frecuencia se encuentran en grupos pequefios y a veces en
masas compactas en las que no se puede distinguir cada bacilo. Las micobacterias nombre coman de las

bacterias incluidas en este género, se consideran tradicionalmente diferentes del resto de las bacterias, debido a
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forma, el ahorro anual por menor cantidad de decomisos, fue de 150 millones de délares, vale decir que en 3

afios el programa ahorré mas de lo que gasto en 49 afios. En resumen, el control y la erradicacién de la
tuberculosis bovina traen beneficios econémicos y de salud. Con el actual aumento de las exigencias sanitarias
por parte de los paises compradores, muy probablemente los paises exportadores veran cerrarse estos mercados
si no cumplen con los requerimientos establecidos (36). Por otro lado en Argentina, se estimé que las pérdidas
econémicas por tuberculosis bovina son cuantiosas, sumando solo las pérdidas mds directas, tales como las
ocasionadas por los decomisos y las pérdidas de produccién de leche, las cuales llegan a 16 millones de délares

por afio (37).

7. TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD DE
HUMANOS A GANADO BOVINO

Las fuentes de infeccién de tuberculosis bovina al ganado bovino, fueron estudiada por Schliesser y sus colegas,
en el Estado de Hessen en Alemania, donde la enfermedad virtualmente estaba erradicada por el aflo de 1961,
sin embargo, las observaciones de campo sefialaron que 12 personas con tuberculosis por M. bovis, infectaron
114 vacas de 16 establos entre 1968 y 1972. Se tiene datos de que solo un paciente con tuberculosis pulmonar
abierta, infectd 48 vacas en 4 diferentes establos. Se considera, en general, que la tuberculosis transmitida por el
humano hacia el ganado es de un 18 % (38). En vista de la importancia del humano como reservorio y fuente de
M. bovis para los bovinos, se ha recomendado en algunos paises que los casos de tuberculosis que presentan
algunos trabajadores de establos lecheros, sean investigados y notificados a las autoridades de Salud Publica. La
importancia del riesgo de transmision de M. bovis de personas infectadas al ganado y probablemente a otros
humanos, reside en el hecho de que este microorganismo pueda ser reintroducido en ciudades con baja

prevalencia de la enfermedad, por leche proveniente de ciudades con alta prevalencia (39, 40).

La evidencia de que el ganado bovino y sus productos, son fuentes potenciales de infeccién de M. bovis, al
humano, justifica Ia necesidad de proteger a la poblacién mediante programas de eliminacién de la enfermedad
en los bovinos (41). Las campafias de control y erradicacién de la tuberculosis en bovinos, se justifican
plenamente por tres razones importantes; a) el gran riesgo que existe dentro de la salud humana; b) la posible
prohibicién de la exportacién de nuestro ganado, asi como todos los productos derivados licteos; y c) la

disminucion en la productividad ganadera (42).

8. TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS DEL
GENERO MYCOBACTERIUM

Las micobacterias son bacilos delgados o ligeramente curvos de 0.2 a 0.6 pm de didametro y de 1 a 4 pm de
longitud. Aparecen como células aisladas, pero con frecuencia se encuentran en grupos pequefios y a veces en
masas compactas en las que no se puede distinguir cada bacilo. Las micobacterias nombre comun de las

bacterias incluidas en este género, se consideran tradicionalmente diferentes del resto de las bacterias, debido a
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su estructura y composicién quimica particular de la pared (43). Este género incluye mas de cien especies que

se dividen en tres grupos para fines de estudio: Complejo tuberculosis, formado por M. tuberculosis, M. bovis
(incluida cepa BCG), M. africanum y M. microti; Complejo leprae, que incluye M. leprae y M. leprae-murium;,
y las micobacterias atipicas (ver Cuadro I), donde se ubican todas las especies no comprendidas en los dos
grupos anteriores, estas pueden ser patdgenas, patogenas oportunistas o saprofitas (44). Las especies
pertenecientes al complejo M. fuberculosis, se consideran aerobios estrictos y su velocidad de crecimiento es
mucho mas lenta que la mayoria de las bacterias. La especie M. tuberculosis tiene un tiempo de generacién de 10
a 15 horas, por lo que su crecimiento en medios de cultivo no se consigue hasta la 3 0 4 semanas como minimo.
Las formas saprofitas tienden a desarrollarse con mayor rapidez, proliferan a 22° C, producen mas pigmento y

son menos actdo-resistentes que las formas patégenas (45).

CUADRO |. CLASIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO LENTO.

COMPLEJO M. tuberculosis M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum y M. microti
COMPLEJO M. leprae M. leprae y M. leprae-murium
COMPLEJO M. avium M. avium, M. intracellulare y M. xenopi
{micobacterias atipicas)

(46).

Varias de las especies del género Mycobacterium infectan una gran variedad de especies animales, por lo cual
cobran gran importancia en Salud Animal. En el Cuadro 2, se muestran las especies micobacteriana mas

importantes relacionadas con sus hospederos.

CUADRO 2. ESPECIES MICOBACTERIANAS Y ANIMALES QUE AFECTAN.

GENERO Mycobacterium ANIMALES AFECTADOS

M. bovis Bovinos, borregos, perros, gatos, monos, simios,
primates (hombre), cerdos, elefantes, rinocerontes,
aves, venados, zorros, tapires, camellos, bisontes,

llamas, elefantes marinos, zariguellas y jirafas

M. tuberculosis Bovinos, monos, simios, primates (hombre), cerdos,

perros, tapires y elefantes.

M, leprae M. leprae- murium Gatos, ratas y ratones
M. leprae Armadilto y humano
M. fortuitum Perros, vacas v cerdos,
M. marinum Peces y sapos.
M. kansasii Monos, vacas y cerdos.
M. chelonae Cerdos y manaties
COMPLEIO: M. avium subsp. Avium Pollos, pajaros y cerdos
M. avium subsp silvaticum. Pzloma torcaz y ciervo
M. avium subsp paratuberculosis. Bovinos, ovinos, caprinoes y rumiantes animales
silvestres.

@7,57.



9. ESTRUCTURA DE LA ENVOLTURA CELULAR
MICOBACTERIANA

En sentido amplio la envoltura celular micobacteriana incluye la membrana plasmatica y la pared celular de la
bacteria, constituida por complejos de micolil-arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP) y lipoarabinomanosa
(LAM). A su vez ¢l mAGP esta formado por polimeros de arabinogalactano, peptidoglicano y 4cidos
micélicos. El peptidoglicano de la pared celular es un polimero altamente entrecruzado, formado por
aminoazicares y aminoécidos (unidades de N-acetilglucosamina y dcido N-glicolilmurémico), que se encuentra
rodeando a la membrana plasmética; las moléculas de 4dcido murdmico presentes en su estructura estdn unidas
covalentemente al complejo micolil-arabinogalactano, formado por el arabinogalactano (polisacdridos de
arabinosa y galactosa), que se encuentran esterificando a los 4cidos micdlicos (4cidos grasos de 60-90 dtomos de
carbono) (48, 49, 50). El mAGP es un fuerte inmundgeno, pero se desconoce mucho acerca de sus interacciones
con las células del hospedero y por otro lado, se ha especulado que éste provee una barrera protectora al paso de

las drogas (51).

Otro grupo importante de componentes de la pared celular son los acil trealosa-2’-sulfatos. Estos pueden ser
importantes en la virulencia, ya que la mayoria de las cepas virulentas de M. tuberculosis, elaboran sulfolipidos

acidos que pueden estar involucrados en la inactivacién de los fagosomas del macréfago (52).

La segunda molécula que domina la envoltura de las micobacterias, es el polisacarido lipoarabinomanosa
(LAM), formado por residuos de D-arabinosa y D-manosa. El LAM exhibe un amplio espectro de funciones
inmunoreguladoras, entre las que se encuentran por un lado anular la activacién de las células T, inhibir la
activacion de los macréfagos mediada por €l IFN-y, asi como la actividad de la proteina quinasa C; también
estimula la produccién de citocinas por los macrofagos, las cuales pueden provocar muchas de las
manifestaciones clinicas de la tuberculosis. lLas micobacterias son patégenos intracelulares, que pueden
permanecer durante largos periodos de tiempo dentro de los macréfagos, debido a que muchos de sus
componentes de superficie juegan un papel importante en las interacciones con estas células fagociticas. Las
micobacterias presentan una gran diversidad de lipidos, los cuales representan mas del 40 % de su peso seco, la

mayoria de ellos se localizan principalmente en la envoltura celular, constituidos por;

* Acidos micdlicos * Sulfatidos

* Glicopeptidolipidos * Ceras

* Linnoligosacaridos * Fosfolinidos

* Glicolipidos fendlicos * Esteres de trealosa

A los lipidos de las micobacterias se les atribuyen varias funciones como son: responsables de la icido-
alcohol resistencia; especificamente se ha mostrado que los triglicéridos y trealosas contribuyen a la
supervivencia de estos microorganismos ante condiciones adversas. Por otro lado, las propiedades
antigénicas de este microorganismo se atribuyen principalmente a componentes proteico/polisacéridos,

aunque también se ha demostrado a componentes lipidicos (53).



10. PATOGENESIS DE M. bovis EN GANADO BOVINO

La micobacteria M, bovis es la especie que presenta mayor capacidad para infectar un amplio rango de
hospedadores, dentro de los cuales se incluyen las diferentes especies de primates, incluido el hombre, ungufados
y carnivoros, tanto domésticos como de vida silvestre (54, 55). Cada vez son més frecuentes las citas sobre el
aislamiento de M. bovis, en poblaciones de animales de vida libre, y su implicacién en la epidemiologia de la
tuberculosis bovina (TB). Asi, se ha mostrado que el tejon tiene gran importancia como reservorio de la

micobacteria en diferentes paises del mundo (56, 57).

La enfermedad es mas frecuente en las vacas lecheras, debido a su mayor periodo productivo, en comparacion
con los animales que se sacrifican tempranamente para la produccién de carne (58). Las vias mds usuales de
infeccion al ganado son las respiratoria y la digestiva. Los hallazgos patologicos y los actuales conocimientos de
los modos de transmisién de la enfermedad, apoyan la teoria de que la mayoria de los animales se infectan por
via respiratoria. Se ha observado que las vacas tuberculosas, presentan casi siempre lesiones en los nodulos
linfiticos asociados al aparato respiratorio; mientras que slo el 1-2% de vacas tuberculosas presentan lesiones
pulmonares, y por lo tanto son los que deben considerarse como “casos abiertos” capaces de diseminar la
enfermedad. El animal puede excretar micobacterias viables por moco nasal y triquea antes de que sean visibles
lesiones pulmonares. La transmision de la tuberculosis por contacto entre ganado infectado y no infectado via
aérea fue demostrada por Neill y col (59). Experimentalmente se observo que existe un periodo después de la
inoculacién, durante el cual es muy dificil aislar el germen de la mucosa nasal, y el tiempo que transcurre hasta
la excrecion; su cantidad y duracién, parecen estar relacionados con la dosis de inoculacion (60). Los bacilos
tuberculosos son excretados preferentemente por aire espirado, esputo y moco nasal. Sin embargo, también se
eliminan por heces, leche, orina, descargas vaginales, uterinas, seminales y a partir de nodulos linfaticos

supurantes (61).

La remocion mucociliar en vias respiratorias altas, provee los mecanismos inespecificosa de defensa contra la
infeccion micobacteriana. Sin embargo, los microorganismos dentro de pequefias particulas de aerosoles pueden
pasar por los bronquiolos, y logran llegar al espacio alveolar. El tamafio estimado de la parte final de los
bronquiolos es de aproximadamente 20 pm, comparado al de 1-4 pm para un bacilo 4cido alcohol resistente. La
bacteria viaja a través de los pequefios espacios aéreos, donde es ingerida por los fagocitos. Las células
fagociticas infectadas atraviesan la pared bronquial, entran a Ja circulacion linfitica y son transportados a los
nédulos linfaticos, al parénquima de los pulmones o a otros sitios anatémicos. Después de la ingestion del bacilo,
los macréfagos mononucleares intentan destruir al microorganismo; sin embargo, los bacilos virulentos poseen
la capacidad de resistir los mecanismos bactericidas. Los radicales reactivos de oxigeno, generados después de la
ingestion tiene poco efecto sobre el bacilo virulento de la tuberculosis. La ingestion del bacilo por los
macrofagos y su presencia dentro de los fagosomas o vacuolas intracitoplasmdticas, protege a las micobacterias
de los componentes bactericidas del suero. Para que se establezca la infeccion micobacteriana, se requiere que
éstas sobrevivan y se multipliquen dentro de los fagocitos mononucleares, lo cual logran evadiendo los efectos

microbicidas del macréfago al inhibir ta fusion del fagosoma con el lisosoma.
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Se ha observado que las micobacterias pueden entrar a los macréfagos via receptores para los componentes del

complemento (C’) CR1 y CR3 (62, 63). Los receptores del complemento estan presentes en 3 diferentes
formas estructurales. EL receptor del complemento tipo 1 (CR1) es una proteina monomérica transmembranal
que se une a C3b y C4b. Las micobacterias patogénicas raramente reclutan fragmentos del complemento C2a
para formar C3 convertasa, y generar actividad opsonizante de C3 en ausencia de los componentes tempranos
activos de la via alterna del complemento (64). Los mecanismos y las consecuencias que predominan en
condiciones in vivo, pueden determinarse por las caracteristicas de las cepas bacterianas individuales
(dependientes e independientes de C*), e! medio ambiente de los macréfagos y el estado de diferenciacion y
activacion de los macrofagos (65). Otro de los mecanismos de destruccién presentes en los macrofagos, son los
receptores de manosa, que es una proteina monomérica transmembranal, con un dominio extracelular que
contienen ocho dominios de reconocimiento de carbohidratos dependiente de calcio caracteristica de lectinas
(66). Los receptores de manosa se expresan en macrofagos maduros pero no en monocitos inmaduros. 1.os
macréfagos derivados de monocitos de humanos se unen a cepas virulentas de micobacterias y las internalizan
via receptores de manosa (67). La expresion de receptores de manosa disminuye en presencia de IFN-y (68); por
lo tanto, el papel de ia ingestion temprana de M tuberculosis en la infeccién de individuos con inmunidad
celular comprometida, puede ser méas importante que el mismo establecimiento del granuloma. Otro de los
mecanismos implicitos en la adherencia de las micobacterias a células epiteliales del tracto respiratorio, son las
proteinas A surfactantes (Sp-A), que se encuentran ¢n los pulmones. Por lo menos se han descrito tres receptores
candidatos para Sp-A que han sido identificados. Una proteina de 126 -kDa denominada CIqRp que se expresa
sobre monocitos, macréfagos, neutrofilos y células endoteliales. Una segundo conocida como CD35 que se une
a Clg con una alta afinidad y finalmente una proteina de 210-kDa denominada SRP210 (69). Los hallazgos
sugieren que la Sp-A, no simplemente actiz como una opsonina, sino que participa en la actividad de uno o mas

receptores que son responsables de la modulacion en la unién de la micobacteria {65).

Otro mecanismo de patogenicidad que estd presente, es la fusién del fagolisosoma, también puede servir de

estimulo para el crecimiento del bacilo tuberculoso dentro del macréfago (70).

La presencia de necrosis en las lesiones tuberculosas, ocurre después del desarrollo de la hipersensibilidad tardia
(HT) con la infiltracién de linfocitos y macrofagos. Se han dado varias explicaciones a este fendmeno: a) algunas
linfocinas pueden ser tOxicas a ciertas concentraciones, b) los compuestos toxicos de los bacilos {factor cordon)
son liberados en grandes cantidades, cuando las micobacterias son destruidas por la HT y la inmunidad mediada
por células (IMC), c} la isquemia de los vasos sanguineos trombosados, probablemente incrementen el dafio al
tejido, d) las reacciones antigeno-anticuerpo (Ag-Ac), o incluso las proteinas secretadas en el tejido necrético,
activan localmente la cascada del complemento y dafan las células del huésped, e} enzimas hidroliticas
(proteasas y lipasas) liberadas tanto por los macréfagos vivos como aquellos en desintegracion, pueden dafiar
directamente al tejido, asi como, los f) intermediarios reactivos del oxigeno (H;O;, 0.0, y OH) liberados por
los macrofagos, y g) el factor de necrosis tumoral (TNF) de macrofagos y linfocitos que favorecen a la

liberacidn de mediadores solubles de la inflamacion (71).

La licuefaccién de los centros caseosos es una de las respuestas mas nocivas en la enfermedad, el material es un
excelente medio de cultivo donde la micobacteria se multiplica extracelularmente alcanzando altas cantidades,

las paredes de los bronquios sé necrosan y se rompen formando una cavidad. Después los bacilos y ¢l material
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caseoso licuado son descargados en las vias aéreas alcanzando otras partes del pulmén. Los macréfagos no

sobreviven en el material licuado o incluso caseoso, debido a la sensibilizacién por una gran cantidad de
antigenos micobacterianos presentes en altas concentraciones. Es posible que los macréfagos, que entran a esta
lesion sean destruidos por los 4cidos grasos téxicos originados por las células huésped (72). El bacilo en el
interior del macréfago, se multiplica ocasionando su destruccién y liberacion de enzimas hidroliticas y factores
quimiotacticos, que atraen monocitos y macréfagos hacia la zona de lesidn iniciando la formacion del
granuloma. Las células fagociticas son atraidas por los bacilos liberados, restos celulares y factores
quimiotcticos del hospedero, como C5a (componente del complemento) y la proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-1). En el dafio tisular, la multiplicacion logaritmica bacilar se detiene, debido a condiciones
anéxicas, pH bajo y a presencia de 4cidos grasos inhibidores; el huésped casi invariablemente es tuberculina

positivo cuando la lesién sufre necrosis caseosa (73).

La respuesta celular intenta controlar la enfermedad, resultando en la acumulacién de un gran nimero de células
fagociticas y finalmente en la formacién de una lesién macroscopica, referida como tubérculo (74). La respuesta
IMC se desarrolla y los macréfagos del hospedero adquieren una incrementada capacidad para matar a los
bacilos intracelulares. En la respuesta mediada principalmente por linfocitos T, se liberan linfocinas, que atraen,
inmovilizan y adicionalmente activan a los monocitos en el sitio donde la micobacteria y sus productos existen.
La hipersensibilidad celular que se desarrolla, contribuye a la destruccidén del tejido (necrosis caseosa). En
algunos casos, la licuefaccién y formacién de cavidades ocurre debido a la accidn enzimdtica sobre proteinas y
lipidos. La formacién de granulomas es un intento del hospedero por localizar la enfermedad y permitir que los
mecanismos inmunes e inflamatorios destruyan al bacilo. Tipicamente, la apariencia microscopica de un
granuloma focal (tubérculo), presenta una area central rodeada por células epiteloides, linfocitos y granulocitos.
En algunos casos puede existir mineralizacion en el centro necrético mientras que en procesos avanzados varios
focos de mineralizacion pueden juntarse. En las lesiones producidas por M. bovis pueden encontrase pocas, sies
que alguna micobacteria a la examinacion microscopica. El desarrollé de la enfermedad en los animales,
depende de la capacidad del bacilo tuberculoso para multiplicarse dentro de las células e inducir una respuesta
en el hospedero. La patogenicidad de la micobacteria, es un fenémeno multifactorial y de efectos acumulativos
de varios componentes bacterianos (75). Dentro de ellos destaca la capacidad del M. bovis para formar el factor
de acordonamiento, que es un glicolipido identificado como 6,6’dimicoliltrehalosa. Se sabe que este componente
no induce sensibilidad a la tuberculina, pero si es capaz de inhibir la migracién de ieucocitos y es leucotoxico,
debido a que causa una disminuci6n en la actividad respiratoria fosforilativa de las mitocondrias, asi como,
separacién de los ribosomas del reticulo endoplasmico, afectando de esta manera la actividad bactericida de las
célnlas fagociticas Varios componentes lipidicos <e han aislado v caracterizado quimicamente con el propésito
de evaluarlos tanto en sistermnas in vive como in vitro, para poder asi determinar su importancia en la patogénesis.
Por otro lado, la estructura y funciones biolégicas de la pared celular micobacteriana, se han investigado: sin
embargo, el conocimiento de las funciones de cada uno de sus componentes en la patogénesis aun no es claro
(76). Un importante mecanismo de virulencia observado, en las micobacterias patogenas, es la produccion y
liberacién de la enzima superdxido dismutasa (SOD). La SOD protege a la micobacteria de los efectos de los

radicales de oxigeno generados durante el estallido oxidativo por los macréfagos (77).
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11. INMUNIDAD EN LA TUBERCULOSIS

La respuesta inmunolégica especifica tanto humoral como mediada por células hacia un antigeno se inicia con la
participacion de las células T, a través del reconocimiento de porciones de antigeno proteicos (péptidos), unidos
a moléculas clase 11 del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) en la superficie de las células
presentadoras de antigeno (CPA) (78). Tras la activacién por el antigeno especifico (antigenos micobacterianos)
estas células secretan citocinas, muchas de las cuales actian sobre otras poblaciones celulares implicadas en la
defensa del huésped. Algunas de las citocinas liberadas, como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la
linfotoxina (LT) activan a neutréfilos y células endoteliales; mientras que la interleucina-5 (IL-5) causa la
activacion, crecimiento y diferenciacion de las células B, promoviendo la produccion de anticuerpos (79); el
interferén - y (IFN-y) activa a los fagocitos mononucleares; y la interleucina-2 (IL-2) activa a las cétulas NK asi
como a los linfocitos Ty B (80, 81).
La hipersensibilidad tardia se dice es una forma de reaccién inmunitaria mediada por células, en la que la dltima
céluta efectora es el fagocito mononuclear (macréfago). Este tipo de inmunidad es parte del mecanismo basico de
defensa frente a  bacterias intracelulares, como las micobacterias, de hecho en condiciones normales los
macréfagos no pueden matar a estos microorganismos e incluso estos sobreviven mejor en el citoplasma de los
monocitos.
Para la eliminacién de estos bacilos 4cido-alcohol resistentes, es necesario que las citocinas, derivadas de las
células T aumenten la funcién microbicida de los fagocitos. La misma secuencia de activacion de las células T y
del macréfago pueden producirse por medio de antigenos proteicos solubles. En esta situacion como en la
defensa del huésped, la activacion de los macréfagos puede producir lesion tisular. Por ejemplo, como en el caso
del derivado proteico purificado (PPD), que induce una respuesta de HT, cuando se inocula animales que han
estado expuesto a M. bovis bajo condiciones naturales o tienen una infeccidn activa. La respuesta caracteristica de
la HT, aparecen dentro de las 24 a 48 horas, poco después de la inoculacién del antigeno PPD, se acumulan
neutrdfilos alrededor de las vénulas postcapilares; el infiltrado desaparece ripidamente y posteriormente se
infiltran células T y monocitos sanguineos. Las células endoteliales que recubren estas vénulas se hinchan,
aumentan la biosintesis en organelos y se hacen permeables a las macromoléculas plasmaticas. El fibrinogeno
sale de los vasos sanguineos hacia los tejidos vecinos, donde se convierte en fibrina. El deposito de fibrina y, en
menor grado, la acumulacién de células T y monocitos dentro del espacio extravascular alrededor del punto de
inyeccién, hace que el tejido se hinche y se vuelva duro (induracién). La induracion, caracteristica de la HT, se
detecta a las 18 horas posteriores a la inoculacion del antigeno y es méaxima a las 72 horas. El retraso en la
aparicién de la induracion palpable es la razén de lamarla respuesta tardia (82). La reaccién de HT consta de 3
eventos secuenciales:

1. - La fase de reconocimiento, en la que las células T CD4+ y en menor proporcion las células T CD§+,
reconocen antigenos proteicos presentes en la superficie de las células presentadoras de antigeno (CPA).

2. - La fase de activacion, en la que las células secretan citocinas y proliferan.

3. - La fase efectora que puede dividirse en dos etapas: a) la etapa de inflamacién, en la que las células

endoteliales vasculares, activadas por citocinas, atraen leucocitos circulantes a los tejidos en donde se encuentra
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el antigeno micobacteriano; y b) resolucion, en la que los macréfagos, activados por las citocinas, eliminan el
antigeno. Este proceso puede acompaiiarse de lesion tisular (83).

Al parecer cuatro efectos mediados por las citocinas liberadas por las células T, son los mis importantes para el
desarrollo de a reaccién inflamatoria caracteristica:

1.- La IL-2 produce una proliferacién autocrina y paracrina de las células T activadas por el antigeno.
Concentraciones superiores de 1L-2 pueden también estimular células T vecinas que no son especificas al
antigeno, a medida que la infiltracién linfocitaria se hace mas pronunciada, més del 90 % de las células T
activadas presentes en el lugar de induccién por el antigeno (PPD) no son especificas; conjuntamente, también
existe un aumento de produccién de IFN-y, TNF y LT, inducida por la IL-2.

2. - El IFN-y acta sobre las CPA, que pueden ser células endoteliales o macréfagos, aumentando la expresion
de moléculas clase 11 del MHC, e incrementado asi la eficacia de 1a presentacion antigénica a las células T CD4+
in situ. Este es otro mecanismo importante de amplificacion para la induccion de HT.

3. - El TNF y LT actian sobre las células endoteliales aumentando la expresion de moléculas de adhesién, lo
cual induce la activacién de leucocitos y de la respuesta inflamatoria. EI 1FN-y y la IL-4 pueden tener acciones
similares sobre las células endoteliales, reclutando de forma especifica células mononucleares.

4. - El IFN-y actia sobre los monocitos que infiltran el lugar de inflamacién, aumentando su capacidad de
eliminacién del antigeno por medio de la fagocitosis y efecto bactericida. El IFN-y es la citocina activadora de los
macréfagos mas potente que se conoce y es el mediador mds importante de la HT (84).

Las células endoteliales venulares en el sitio de inoculacién del antigeno, desempefian dos funciones importantes
en la reaccion de HT; a) primero, actian como CPA para iniciar la activacion de las células T, b) segundo,
regulan fa infiltracién de leucocitos en la reaccién inflamatoria, mediante la produccion de sustancias vaso activas
como los leucotrienos, prostaglandinas, y oxido nitrico; ademas, las células endoteliales secretan 1L-8 y una
proteina quimiotactica para monocitos-1 (MCP-1) (85). Otra célula central en la HT es el monocito, €l que una
vez que deja la circulacién y entra a los tejidos extravasculares en los que se producen las reacciones de HT, se
diferencia a macréfago. La diferenciacién de los monocitos a células efectoras se llama activacion del macréfago.
La activacién se compone de alteraciones cuantitativas en la expresion de varios productos génicos (proteinas o
enzimas), que confieren al macréfago activado la capacidad de realizar funciones que no puede realizar el
monocito en reposo. Dentro de las funciones de los macréfagos activados se encuentran. 1. -La muerte o efecto
bactericida debido al aumento en su capacidad fagocitica y en la generacién de formas reactivas del oxigeno.
Citocinas como el [FN-y aumentan en los monocitos la endocitosis y la fagocitosis. 2.- Los macrofagos activados
estimulan la inflamacién aguda, a menudo a través de la secrecién de mediadores inflamatorios de vida corta,
como el factor activador de plaquetas (PAF), prostaglandinas y leucotrienos. 3. - Los macréfagos activados son
mejores CPA. 4. - Los productos de los macrofagos activados, como las citocinas y los factores de proliferacién,
modifican de forma progresiva el ambiente tisular local en las reacciones de HT cronicas, produciendo
inicialmente la destruccién del tejido v después, el reemplazamiento por tejido conectivo (86, 87, 88, 89).

La reaccion de tuberculina considerada como prototipo de la inmunidad celutar de HT, es el principal método
empleado para el diagnéstico de la tuberculosis bovina, la reaccion que se desarrolla difiere con la reaccién
tuberculinica que se produce en el hombre, donde por estudios de inmunohistoquimica se ha mostrado que la
mayoria de los linfocitos infiltrados en la dermis entre 6 y 12 horas después de la inoculacién del PPD, son

cétulas T CD4* (90), mientras que en el bovino, las principales células infiltradas son ¢élulas T v8, que como se
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sabe participan en los mecanismos inmunes iniciales, posteriormente, se observa infiltracién de las células Bo
CD4*, que probablemente representan la poblacién efectora de las células T antigeno especifico, para la
amplificacién de la reaccién tuberculinica bovina (91).

En la practica clinica, la pérdida de la respuesta de HT a antigenos que se encuentran de forma universal (por ¢j
antigenos micobacterianos), es indicio de una funcién deficiente de ¢élulas T, situacién conocida como anérgia.
Los animales anérgicos son extremadamente susceptibles a la infeccién por microorganismos intracelulares. Se
ha mencionado que existen una gran cantidad de factores asociados con la disminucién de la respuesta inmune
mediada por células en ganado, como la administracion de corticoesteroides (92), las infecciones con el virus de
diarrea viral bovina (93) v la influencia del estado de prefiez y lactacién (94}. Sin embargo, una restriccién en la
dieta (proteina y energia) no ha mostrado una reduccién significativa en la prueba intradérmica al PPD, ni en la
produccion de IFN-y en la blastogenesis linfocitaria por estimulacion in vitro (95).

Actualmente se considera que la inmunidad hacia la tuberculosis implica una serie compleja de interacciones
entre varias poblaciones celulares, que tienen como finalidad controlar y mantener fa infeccion, asi como
prevenir al hospedero de una posible reactivacién de la enfermedad. Los eventos inmunes celulares, que ocurren
durante la infeccion micobacteriana, pueden conducir a una resistencia especifica o a una HT. Orne y col (96),
han propuesto que estos dos mecanismos son fenémenos separados; y considera que la inmunidad protectiva
puede estar dirigida principalmente por citocinas, mientras que la HT lo esta por las quimiocinas. Un elemento
clave en los procesos celulares, parece ser el factor de necrosis tumoral (TNF), citocina que puede ser la barrera
decisiva entre el proceso antimicrobiano y la HT. Avances recientes en la caracterizacién de la respuesta inmune
protectiva a las micobacterias, han puesto de relieve el papel central de las diferentes subpoblaciones de células
T, estas células no solo contribuyen a la defensa del hospedero secretando citocinas activadoras de los
macrofagos, sino también lisando células infectadas y destruyendo micobacterias (97).

De las diferentes subpoblaciones de células T, las células T CD4" juegan un papel central, aunque no exclusivo
en la defensa inmune contra la tuberculosis, funcionalmente estas células contribuyen a la proteccion
produciendo citocinas especificas de antigeno; entre estas citocinas el IFN-y parece ser la molécula efectora mas
critica, para la activacion del macréfago, debido a que media su efecto protectivo principalmente por la induccion
de intermediarios reactivos del nitrégeno, necesarios para la destruccién de las micobacterias intracelulares (98).
En el humano se ha descrito que las células T CD4" citotoxicas, pueden participar en la respuesta inmune local,
contra la tuberculosis pulmonar, debido a que los macréfagos alveolares infectados ofrecen una relativa
resistencia a la destruccion por estas células, se cree que esta resistencia puede ser benéfica al hospedero, pues de
cierto modo se inhibe la diseminacion de las bacterias a través del tejido pulmonar (99).

El papel de las células T CD8 en la inmunidad contra Ia enfermedad no es compleiamente claro, se sabe que
estas células pueden prolongar la sobrevivencia de ratones infectados con M. tuberculosis, mientras que los
animales que carecen de ellas son mas susceptibles a la infeccién (100, 101, 102). Las clonas o linajes celulares
derivadas de cétulas CD8" especificas a antigenos micobacterianos, secretan IFN-y y reconocen el péptido
antigénico en el contexto de las clasicas moléculas del compiejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase I,
Sin embargo recientemente, se han clonado células CD8”, capaces de reconocer antigenos no peptidicos de las
micobacterias en el contexto de moléculas CD1 en el humano (103, 104). Mds ain también se ha determinado la
existencia de linfocitos T citotéxicos CD8" en individuos enfermos de tuberculosis que reconocen el antigeno en

el contexto de moléculas clase Ib no polimérficas del MHC. Por otro lado, estudios realizados en modelo



15

murino han mostrado que las células T CD8", pueden inducir actividad tuberculostitica en macréfagos
infectados, debido a que durante el proceso de lisis via exocitosis o liberacién granulocitica, las células liberan
moléculas efectoras que directamente destruyen a las micobacterias intracelulares; una de estas moléculas es la
granulisina, homologa de la proteina NK-lisina, antibacteriana que destruye a bacilos 4cido-alcohol resistentes
alterando la integridad de [a membrana. Se cree que la perforina que se localiza junto con la granulisina en los
granulos citotéxicos, provee ¢l acceso de esta Gltima a los compartimientos intracelulares de las células
infectadas, donde son destruidas las micobacterias. Este novedoso mecanismo se dice puede contribuir a la
inmunidad protectiva, ya que directamente se destruye al patégeno intracelular (105).

Por otro lado, se ha determinado que las células T af doble negativas {CD4"; CD8) reconocen antigenos no
proteicos restringidas por CDI; este tipo de células, realizan funciones efectoras que contribuyen
significativamente a la respuesta del hospedero ante la infeccion, incluyendo la liberacion de IFN-y y expresion
de actividad citolitica, después del contacto con células blanco sensibilizadas con lipidos o glicolipidos
micobacterianos. Sin embargo a diferencia de las células T CD8’, las células T doble negativas lisan macrofagos
via interaccién Fas-FasL y no tiene efecto sobre la viabilidad de la micobacteria, su papel parece estar mas
dirigido a limitar la respuesta inflamatoria, manteniendo una tolerancia periférica; en el contexto de la infeccion,
esta via puede servir para reducir la expresion antigénica en las células presentadoras de antigeno, amortiguando
de esta manera el extenso daiio al tejido por los mediadores inflamatorios liberados durante la respuesta inmune
(106).

El papel que tiene las células T y3 en la inmunidad contra las infecciones micobacterianas no es muy claro; estas
células se acumulan en el sitio de lesién al inicio del proceso infeccioso y funcionalmente son capaces de
producir IFN-y y exhibir citotoxicidad en respuesta a macréfagos infectados con micobacterias. Al parecer este
tipo de células tienen influencia sobre el trafico celular local, debido a que su presencia favorece el reclutamiento
de monocitos necesarios para el desarrollo det granuloma linfocito tipico; mientras que en ausencia se desarrollan
lesiones piogranulomatosas. La participacion de las células T yd en la formacién del granuloma parece estar
mediada por la produccién de 1a quimiocina, proteina | quimioatrayente del macréfago (MCP-1) (107).

Por otro lado, se ha observado que la interaccion del receptor ¥ con el antigeno micobacteriano induce la
expresion de FasL en células T yd constantemente estimuladas, a su vez la interaccién del receptor con Fas
presente sobre los leucocitos infiltrados induce la activacion de la muerte celular de las células y3. De esta
manera se cree que las células yd participan al inicio de la infeccién tratando de localizar y resolver el dafio al
tejido; sin embargo si la enfermedad se torna cronica, ocurre la apoptosis de las células via Fas-FasL. La
reduccién de las células y§ en el sitio, sirve para limitar la inflamacion al inhibirse la acumulacién de las células
inflamatorias; se cree que este evento contribuye al desarrollo de una forma cronica de la infeccién (108, 109).
Como se menciond, se ha considerado que la inmunidad protectiva y la hipersensibilidad tardia son mecanismos
separados, que pueden distinguirse por sus moléculas mediadoras como citocinas o quimiocinas respectivamente.
De esta manera se ha determinado que la formacion del granuloma, que se caracteriza por el influjo de
macrofagos, es una reaccion de HT, similar a la que ocurre en la piel, después de la inoculacion del PPD, debido
a la produccidn de quimiocinas por los leucocitos y células endoteliales, localizadas en el sitio de infeccion (110,
111). Es probable que varias quimiocinas, estén involucradas en este mecanismo como la MCP-1, aunque esta no
parece ser esencial, ya que ratones infectados con M. tuberculosis, y cuyo gen MCP-1 ha sido deleteado, pueden

controlar una infeccion aguda  (112); sin embargo, en otro modelo murino, donde ¢l gen de ICAM, fue el que se
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deleteo, se encontré que el influjo masivo de macréfagos, que comunmente continua después de que la

infeccién se ha contenido, esta ausente; como consecuencia no hay formacion del granuloma y se favorece la
diseminacién bacteriana (113). El elemento clave en este orquestamiento parece ser el TNF, producido por los
macrofagos activados, esta citocina no solo participa en los mecanismos antimicrobianos, sino que también dirige
la respuesta de HT, favoreciendo la produccién de quimiocinas y el reclutamiento de monocitos en el sitio de
lesion; si las células no se activan apropiadamente se degeneran y si estdn infectadas por micobacterias, este
evento resulta en una reactivacion potencial de la enfermedad y a necrosis del tejido. Asi el TNF, puede ser arma
de doble filo, necesario para la formacion del granuloma, pero si su produccién no es regulada puede causar una

acurnulacién celular innecesaria y dafio al tejido.

12. ANTIGENOS RELEVANTES DE Mycobacterium

bovis

La caracterizacion de antigenos de M. bovis, se ha realizado, desde la década de los 30°s (114, 115, 116), con la
esperanza de producir un reactivo bien definido y especifico para las pruebas de diagnéstico. En general, el
estudio de los componentes micobacierianos a partir del derivado proteico purificado (PPD), ha llevado a
mejorar el conocimiento del curso de la infeccién, y la respuesta inmunolégica del hospedero hacia ellos (117).
En medicina veterinaria el estudio de los antigenos de M. bovis, se ha enfocado principalmente al desarrollo de
pruebas diagnésticas confiables, debido a que la prueba de tuberculina, principal herramienta utilizada para el
diagnéstico de tuberculosis bovina, muestra baja sensibilidad y especificidad, en parte, por la naturaleza
compleja del antigeno usado (PPD), que incluye ademads proteinas que presentan reaccion cruzada con una gran
variedad de otras micobacterias. Los antigenos se clasificarse como inmunodominantes (inmunorelevantes), si
evocan una fuerte respuesta inmune celular y humoral, tanto en animales vacunados como en animales
infectados. Sin embargo algunos antigenos inmunodominantes no necesariamente son protectivos ya que
probablemente en algunos casos, estos desencadenan reacciones inmunopatoldgicas. Se debe considerar que
algunos antigenos reconocidos como protectivos o inmunogénicos en algunos animales, pero no serlo para otros
animales, situaciéon que dificulta la eleccién de antigenos candidatos a vacunas. Ademis, los antigenos
purificados pueden presentar multiples epitopos para células T, incrementando su capacidad para producir
amplios efectos sobre la respuesta inmune, tanto inducir una inmunidad protectiva, como un estado de
inmunosupresion.

Gran parte de los trabajos sobre caracterizacién de los antigenos de M. bovis, se han realizado gracias al interés
que se tiene en tuberculosis humana debido a que el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), que es una cepa atenuada
de M. bovis, se utiliza como vacuna en el humano. Esta cepa vacunal puede prevenir enfermedades causadas
tanto por M. tuberculosis como por M. bovis, especies intimamente relacionadas con M microti y M africanum,
referidas dentro del complejo M. tuberculosis. Un gran nimero de antigenos que se han caracterizado de M.
tuberculosis y M. bovis muestran una elevada homologia (118, 119, 120).

Existen grandes dificultades para la purificacién de los antigenos micobacterianos, pues se ha observado que las
proteinas solubles, activamente secretadas o liberadas al medio de cultivo, no son ficilmente separables. Varias

caracteristicas inherentes a los antigenos micobacterianos obstaculizan les intentos para purificar componentes
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deleteo, se encontré que el influjo masivo de macréfagos, que cominmente continua después de que la

infeccion se ha contenido, esta ausente; como consecuencia no hay formacién del granuloma y se favorece la
diseminacién bacteriana (113). El elemento clave en este orquestamiento parece ser el TNF, producido por los
macréfagos activados, esta citocina no solo participa en los mecanismos antimicrobianos, sino que también dirige
la respuesta de HT, favoreciendo la produccién de quimiocinas y el reclutamiento de monocitos en el sitio de
lesién; si las células no se activan apropiadamente se degeneran y si estdn infectadas por micobacterias, este
evento resulta en una reactivacion potencial de la enfermedad y a necrosis del tejido. Asi el TNF, puede ser arma
de doble filo, necesario para la formacién del granuloma, pero si su produccién no es regulada puede causar una

acumulacién celular innecesaria y dafio al tejido.

12. ANTIGENOS RELEVANTES DE Mycobacterium

bovis

La caracterizacién de antigenos de M. bovis, se ha realizado, desde la década de los 30’s (114, 115, 116), con la
esperanza de producir un reactivo bien definido y especifico para las pruebas de diagndstico. En general, el
estudio de los componentes micobacterianos a partir del derivado proteico purificado (PPD), ha llevado a
mejorar el conocimiento del curso de la infeccién, y la respuesta inmunoldgica del hospedero hacia ellos (1 17).
En medicina veterinaria el estudio de los antigenos de M. bovis, se ha enfocado principalmente al desarrollo de
pruebas diagnésticas confiables, debido a que la prueba de tuberculina, principal herramienta utilizada para el
diagnéstico de tuberculosis bovina, muestra baja sensibilidad y especificidad, en parte, por la naturaleza
compleja del antigeno usado (PPD), que incluye ademds proteinas que presentan reaccion cruzada con una gran
variedad de otras micobacterias. Los antigenos se clasificarse como inmunodominantes (inmunorelevantes), si
evocan una fuerte respuesta inmune celular y humoral, tanto en animales vacunados como en animales
infectados. Sin embargo algunos antigenos inmunodominantes no necesariamente son protectivos ya que
probablemente en algunos casos, estos desencadenan reacciones inmunopatolégicas. Se debe considerar que
algunos antigenos reconocidos como protectivos o inmunogénicos en algunos animales, perono serlo para otros
animales, situacién que dificulta la eleccién de antigenos candidatos a vacunas. Ademds, los antigenos
purificados pueden presentar multiples epitopos para células T, incrementando su capacidad para producir
amplios efectos sobre la respuesta inmune, tanto inducir una inmunidad protectiva, como un estado de
inmunosupresion.

Gran parte de ios trabajos sobre caracterizacion de los antigenos de M. bovis, se han realizado gracias al interés
que se tiene en tuberculosis humana debido a que el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), que es una cepa atenuada
de M. bovis, se utiliza como vacuna en el humano. Esta cepa vacunal puede prevenir enfermedades causadas
tanto por M. tuberculosis como por M. bovis, especies intimamente relacionadas con M microti y M africanum,
referidas dentro del complejo M. tuberculosis. Un gran nimero de antigenos que se han caracterizado de M.
tuberculosis y M. bovis muestran una elevada homologia (118, 119, 120).

Existen grandes dificultades para la purificacion de los antigenos micobacterianos, pues se ha observado que las
proteinas solubles, activamente secretadas o liberadas al medio de cultivo, no son facilmente separables. Varias

caracteristicas inherentes a los antigenos micobacterianos obstaculizan los intentos para purificar componentes
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micobacterianos individuales, como lo es su propia naturaleza y su capacidad para agregarse con moléculas
homologas o heterélogas. Se ha mostrado que la agregacién es mds seria en extractos celulares donde los
antigenos se agregan con lipidos, polisacaridos, u otros componentes moleculares de las membranas. Se
considera que es mas facil obtener proteinas purificadas a partir de cultivos en etapas tempranas, mediante
extractos proteicos de filtrados de cultivo (CFPE’s), que de preparaciones celulares de las micobacterias.
También se ha observado que algunas proteinas micobacterianas, pueden sufrir modificaciones post-
traduccionales, como resultado de cambios de carga espontaneos, por procesos de desaminacién, glicosilacion,
acilacion, etc. (121).

Existe un gran niimero de proteinas, que presentan asociaciones covalentes con heteromoléculas como azicares 0
lipidos (122, 123, 124). En algunos casos, solamente un porcentaje del total de las proteinas se encuentra
asociadas a estas moléculas. Por ejemplo, la proteina MPB70, principal proteina de secrecién de M. bovis, puede
encontrarse en diferentes formas glicosiladas, demostrado por anélisis electroforético en dos dimensiones e
inmunotransferencia, empleando anticuerpos monoclonales (125).

Los mayores problemas que presenta la caracterizacion de antigenos micobacterianos son la insuficiencia del
material en un inicio, la falta de un sistema de referencia cruzada y la dificultad en la caracterizactén analitica de
los antigenos. Las técnicas modernas han ayudado a vencer estos problemas, junto con el desarrollo de
anticuerpos monoclonales (AcM’s) y las técnicas de recombinacién de DNA, que no solo han abierto nuevos
caminos para la purificacién, sino también para el desarrollo de un buen sistema de referencia (126).

Se ha realizado un enorme trabajo de investigacion, dirigido hacia la purificacién y caracterizacién individual de
los antigenos micobacterianos, y su papel dentro de la reactividad inmunoldgica (127, 128, 129). Gran parte de
los intentos tempranos de caracterizacion, habian sido dificiles de relacionar con los estudios existentes, debido a
que no se tenia un sistema de referencia cruzada de uso general. Antes del surgimiento de la tecnologia de los
AcM’s, se habian desarrollado dos sistemas de referencia cruzada. Uno, desarrollado por Daniel y Janicki {130},
quienes proponen por primera vez un sistema de referencia para antigenos micobacterianos, basade en su
reactividad con sueros hiperinmunes empleando un sistema de inmunodifusion, de esta manera se identificaron 4
antigenos; mientras que el otro sistema contemplaba la identificacién de antigenos por inmunoelectroforésis
cruzada, 60 antigenos se identificaron en M. bovis por este método (131).

Ambos sistemas presentaban limitaciones y defectos, debido a que el sistema de inmunodifusién requeria buenas
purificaciones de los componentes originales y la inmunoelectroforésis cruzada no era facilmente reproducible en
diferentes laboratorios por lo que en muchas ocasiones, la identificacién de los antigenos se dificultaba (132).

Ademis, actualmente se sabe, que algunos antigenos existen en formas multiples, debidas a las modificaciones

70 y 80 kDa mediante el sistema de contrainmunoelectroforésis (CIE), en donde se aprecian lineas de
precipitacion mualtiple (133).

Se han descritos también proteinas de choque térmico (HSP, del inglés heat shock protein), dentro del complejo
tuberculosis, proteinas altamente conservadas en su secuencia de aminodcidos, se conocen desde 1973, pero no
fue hasta el afio 1989 que se empezé a comprender cuales son sus funciones, una de ellas es proteger a las
proteinas que todavia no sé replegan (de sintesis reciente) o que se han desplegado después de un choque
térmico, a fin de evitar su interaccion con otras moléculas (134). Esta funcion de proteccién y de asistencia al

repliegue es muy importante, ya que la actividad bioldgica de una proteina depende de su correcto repliegue. La
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clasificacién de estas proteinas, se basa en el peso molecular, como la HSP65 (GroEL), HSP10 (GroES) yla

HSP70 representantes tipicos de esta familia. Otra de ellas es la HSP90 proteina de la cual se desconoce sus
funciones. Estas proteinas estin presentes tanto en células eucariticas como en procariotes y su denominacion
se debi6 a que se incrementan por una variedad de estimulos, que causan estrés en las células, como: calor,
deficiencias de nutrientes y radicales de oxigeno (135).

La utilidad de los AcM’s, con respecto a su reactividad antigénica y su especificidad de especie o reactividad
cruzada fue cotejada en el segundo Congreso de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (136). Desde
entonces esta metodologia se ha utilizado como herramienta en la identificacién y aislamiento de antigenos
micobacterianos, y como sondas para identificar genes clonados a partir de bibliotecas genémicas y de cDNA
(137,

De importancia relevante, fue el hecho de que practicamente todos los AcM’s hacia M. tuberculosis, producidos a
fines de los 80’s, presentaban reaccién cruzada con los antigenos de M. bovis, y para entonces solo uno era
especifico a M. tuberculosis, indicando con ello la similitud antigénica que existe entre estas especies. Ademis,
uno de los inconvenientes que se tuvieron para desarrollar un mayor nimero de AcM’s especificos de especie,
fue el uso de la misma cepa de ratones singénicos Balb/C, cepa en la que varios de los antigenos micobacterianos
son inmunodominantes. Con el empleo de otras cepas de ratones ha sido posible obtener un mayor nimero de
AcM’s hacia otros antigenos (138). Varios AcM’s ahora disponibles, se dice son especificos al complejo M.
tuberculosis. Con la intencién, también, de desarrollar AcM’s especificos a M. bovis, Morris encon{ro uno que
reaccionaba con un antigeno de 30 kDa presente solo en cepas de campo de esta especie y que no exhibia
reactividad con la cepa vacunal BCG ni con otras especies del complejo M. tubercufosis (139, 140). Empleando
uniones competitivas y estudios de inmunotransferencia de preparaciones antigénicas de CFPE’s de M. bovis con
AcM’s, se han determinado tres diferentes epitopes presentes sobre la proteina de 22 kDa o MPB70 (i41).

Asl, el sistema que actualmente se usa para la caracterizacion de antigénos, comprende la descripcion de las
caracteristicas fisicoquimicas del antigéno tales como: tamafio, peso, carga (punto isoeléctrico P.I),
hidrofobicidad, asociacidon con heteromoléculas, reactividad con AcM's y finalmente la secuenciacion del
antigéno (127).

El desarrollo de pruebas serolégicas confiables, para el diagndstico de tuberculosis en humanos y ganado vacuno
se complica, debido al alto grado de reactividad cruzada que existe entre antigenos de M. tuberculosis y M.
bovis, asi como con un gran nimero de otras micobacterias. Sin embargo, en pacientes tuberculosos se han
encontrado niveles altos de anticuerpos hacia una proteina de 38 kDa de M. ruberculosis (antigeno de secrecion),
por lo que se ha considerado un importante antigeno de utilidad potencial en las pruebas de diagnéstico, ademas,
se ha mostrado induce una bucna respucsia inmunc tanto cclular como humoral (142), Otras dos proteinas
interesantes de M. tuberculosis son las de 30-31 y 58-60 kDa, que presentan afinidad a fibronectina y se cree
participan en los mecanismos de evasién de la respuesta inmune. También se han descrito glicoproteinas como
las que forman el complejo 45-47 kDa obtenido del medio de cuitivo de M. bovis que presenta reactividad
cruzada con los antigenos de 50-55 kDa de M tuberculosis (143, 144, 145, 146).

Los métodos de diagnéstico empleados para diagnosticar la tuberculosis bovina no son completamente
confiables y muestran serias limitaciones, como se mencioné anteriormente, el método estandar es la prueba de
tuberculina intradérmica que evalia la reaccién de HT hacia un derivado proteico purificado (PPD) (147). Sin

embargo, esta prueba tiene baja especificidad y puede afectar el estado inmune de los animales que son sujetos a
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repetidas pruebas (148), por lo que es necesario desarrollar métodos de diagnéstico alternativos, que eviten

la sensibilizacién del animal y que puedan ser de utilidad para identificar animales que cursen en las diferentes
fases de la infeccién.

Tradicionalmente la respuesta de anticuerpos en bovinos se ha investigado empleando preparaciones no
fraccionadas o antigenos que presentan una alta reactividad cruzada, como el PPD, filtrados de cultivos
completos y sonicados de M. bovis (149, 150, 1531, 152, 153, 154).

Varios antigenos proteicos purificados a partir de filtrados de cultive se han empleado para el diagnéstico
serologico de la tuberculosis bovina, dentro de estos las proteinas MPB70 (22 kDa) y MPB64 (24 kDa), han
mostrado ser altamente inmunodominantes y especificas (155).

También se han empleado otros antigenos proteicos como MPB83 y P27, evidenciando una mejor especificidad
inmunolégica para M. bovis. Sin embargo, los inmunoensayos basados sobre un antigeno, usualmente solo
detectan la respuesta serolégica en un nimero muy reducido de animales infectados (156). Mds recientemente
para caracterizar la respuesta de anticuerpos (Ig G) durante la tuberculosis bovina experimental, se empleo una
bateria de 12 proteinas recombinantes de M. fuberculosis, también producidas por M. bovis. Las proteinas
empleadas fueron la MPB70 especifica de M. bovis, y las proteinas ESAT-6, 14 kDa, MPT63, 19 kDa,
MPT64, MPT61, MTC28, Ag 85B, 38 kDa, MPT32 y KatG, de estas la ESAT-6, la proteina de 14 kDa, la
MTP63, la MPT70, la MPTS1 y la MPT32 fueron los antigenos mds seroreactivos en la tuberculosis bovina
(157).

El analisis de la cinética en la respuesta de anticuerpos, ha revelado un patrén variable a multiples antigenos,
reconocidos por sueros, obtenidos de diferentes animales, con marcados cambios en los perfiles de
reconocimiento antigénico en los mismos animales durante diferentes etapas de evolucién de la enfermedad
(158).

Existe una gran lista de antigenos que se han descritos en M tuberculosis. Sin embargo, el 35 % de los
antigenos secretados in vitro, esta representado por tres proteinas, comprendidas en el rango de 30/32 kDa
denominado complejo antigénico 85, las cuales se han designado como 85 A-32, 85B-30, y 85C- 32 kDa,; estas
proteinas también se han encontrado localizadas en la pared celular y en la superficie de la bacteria, pues
exhiben actividad de carboxilesterasa lo cual apoya los conceptos de que participan en la sintesis de la pared
celular, (159, 160) y de que participan en la unién de la bacteria a la fibronectina, lo cual puede tener un
significado clinico; debido a que la fagocitosis de la micobacteria por los monocitos/macréfagos puede estar
influenciada por la interaccién del antigeno 85 sobre la superficie de la bacteria, la fibronectina soluble y los
receptores de esta ultima en la superficie de las células fagociticas. La respuesta inmunologica hacia el complejo
85 puede interferir en la inieracciOn, afectando ia fagocitosis del bacilo dcido resistente (161).

Los genes correspondientes a las proteinas del complejo 85 se han clonado y secuenciado no solo en M.
tuberculosis, sino también en M. bovis BCG y en M smegmatis, donde se ha observado que las secuencias,
practicamente son idénticas, sin embargo la expresién del complejo es distinto entre las especies mencionadas
(162, 163). Los genes para estas protefnas también se han clonado en M leprae y estas presentan un 90 % de
homologia con los genes de M. bovis BCG y M. tuberculosis (164).

El complejo antigénico 85 se genera durante el metabolismo de la bacteria y son parcialmente responsables del
reconocimiento temprano, por parte de los linfocitos T y de los macréfagos. Ademas, experimentalmente se ha

visto que pueden inducir una proteccion similar a la obtenida con BCG en ratones y cobayos (165). En la
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tuberculosis experimental en ratones se ha observado un reconocimiento selectivo hacia los antigenos del
complejo antigénico 85 y a las proteinas 50-55 y 80 kDa de secrecién de M. tuberculosis (130).

Un gran nimero de antigenos de M. ruberculosis se han aislado y caracterizado, dentro de estos se encuentra el
antigeno MPT64, proteina de secrecion; el antigeno MPT51, proteina de secrecion; el antigeno MTP40; el
antigeno TB66 de 66 kDa, proteina seroreactiva / homologa a albimina de suero, obtenida de M. tuberculosis,
H37Rv; el antigeno nativo de 30 kDa de M. tuberculosis, H37Ra; el antigeno de 14 kDa de M. tuberculosis; ¢l
antigeno de 10 kDa, homologo entre M. bovis BCG y M. tuberculosis; la proteina denominada MMP de 19 kDa
ubicada en membrana principal de M. tuberculosis, cepa Erdman N° 107, el antigeno de 10 kDa; el antigeno de
14 kDa; la proteina de 35 kDa; el antigeno de 19 kDa (con codon de iniciacion gtg); AT9S (gi/216781 clave de
proteinas secuenciadas no clasificadas de M. tuberculosis); proteina 88 (gi/441448); alanina deshidrogenasa
(g1/44564; KCS (gi/44601); antigeno Ag84 (gi/453174); catalasa (g1/488442); superéxido dismutasa (gi/581379)
(AA 1-207); proteina de estrés 71 kDa (M. tuberculosis), antigeno b proteico (M. tuberculosis) (pir//A45820);
antigeno proteico principal MPT51 (M. tuberculosis); Cpn60-1 chaperona-60 homologa (M. tuberculosis)
{pir//B47292); antigeno proteico MPT32 (M. tuberculosis)( pir//B60274); antigeno proteico MPT46 (M.
tuberculosis) (pir//D60274); antigeno proteico principal MPT63 (pir/E60274); proteina de regulacién de la
virulencia (M. tuberculosis)( JN0519); proteina AT103 (M. tuberculosis) (pir/{JNO876), chaperonina 60 beta
(pir//JT0902); antigeno Ag 84 (M. ruberculosis) pir//S42804; catalasa peroxidasa (prf//1816341% proteina activa
de la tuberculina (TUBE MYCTU/P02944; precursor antigénico lipoproteico 19 KD (19KD MYCTU/PL1572
(166).

La estimulacién de linfocitos T por antigenos micobacterianos, €s un paso esencial en el desarrollo de la
inmunidad protectora a micobacterias patdgenas. Numerosas proteinas micobacterianas han sido descritas,
algunas asociadas a las células y otras secretadas, pero, jcuales de estas son potencialmente importantes en el
desarrollo de una vacuna ?. Los antigenos especificos que evocan la inmunidad protectora de los linfocitos
THI aun no son conocidos, sin embargo las micobacteria vivas, generalmente se han reportado como mas
eficientes en la generacién de la resistencia adquirida especifica comparada con las preparaciones de
micobacterias muertas; esta observacién se ha utilizado como argumento de que los antigenos secretados
presentes en los CFPE’s micobacterianos, producidos por el metabolismo activo bacteriano, son esenciales para
la induccién de la inmunidad protectora (167). Estudios realizados sobre la respuesta de células T bovinas a
proteinas de lisados y filtrado de cultivo de M. bovis BCG, muestran que la respuesta obtenida a partir de
ganado vacunado con BCG vivo o muerta, es muy similar a la que se observa hacia los antigenos de lisados, en
humanos en un modelo parecido PPD positivos (168, 169). Por otro lado bovinos inmunizados con BCG viable,
respondieron a proteinas de filtrado de cultivo, contrariamente al ganado que habia recibido BCG muerta la cual
no reconocié los CFPE’s. La respuesta de ganado inmunizado con BCG viable a proteinas de CFPE’s,
claramente ha mostrado un alto grado de heterogeneidad en la activacion de células T. No obstante la diversidad
de la respuesta mostrada, la mayoria ésta dirigida hacia proteinas comprendidas en el rango de 60-80 kDa. E]
componente principal de estas fracciones de CFPE’s tiene un peso molecular de 68 000 (170). Por otro lado se
ha observado que una proteina de CFPE de M. bovis BCG, evoca una fuerte respuesta de hipersensibilidad
retardada en cobayos inmunizados con M. bovis BCG vivo comparada con M. bovis BCG muerto (171).

Desde hace varios afios, se han hecho esfuerzos para construir subunidades vacinales, a fin de proteger contra la

tuberculosis, estos esfuerzos se han enfocado principalmente hacia proteinas liberadas por las micobacterias en



21

un medio sintético. Las protefnas de secrecién, se cree son las responsables de la alta eficacia que muestra la
vacuna viva de M, bovis BCG. Existe un gran numero de estudios en donde se han evaluado subunidades a base
de proteinas derivadas del filtrado de cultivo (CFPE’s) de M. tuberculosis, estos estudios han demostrado el
desarrollo de una inmunidad protectora en modelos animales de tuberculosis (172, 173), los antigenos de CFPE’s
son fuertemente reconocidos durante la infeccién por M. tuberculosis, en varios modelos animales (174), asi
como en estados tempranos de la tuberculosis puimonar en humanos (175). EI CFPE’s es pues una fuente de
antigenos para el desarrollo de nuevas vacunas y reactivos de diagnéstico.

Por otro lado, se ha encontrado que en los extractos proteicos de filtrado de cultivo obtenidos a partir de tiempos
cortos de crecimiento (ST-CFPE), estin presentes numerosos componentes, de los cuales muy pocos han sido
aislados y caracterizados. Aproximadamente 15 proteinas obtenidas de ST-CFPE se han caracterizado
empleando AcM’s (176). Los ST-CFPE, se han empleado como fuente de antigenos, en varios estudios
experimentales de subunidades vactnales, y se ha mostrado contienen antigenos, que son reconocidos en las
etapas tempranas de la infeccion de M. tuberculosis, tanto en animales como en humanos (177).

El ST-CFPE es una mezcla antigénica compleja, con un gran namero de componentes presentes en diferentes
concentraciones. Boesen et. al (175), observaron que la respuesta inmune en pacientes con una tuberculosis
minima, se caracterizada por una fuerte respuesta celular reactiva a proteinas del ST-CFPE; principalmente
dirigidaa proteinas comprendidas en el rango de 5 a 35 kDa. Observaciones similares hicieron Weldingh et. al
(178); quienes caracterizaron recientemente 6 proteinas de bajo peso molecular a partir de filtrado de cultivo
(CFPE’s) M. tuberculosis;, las proteinas designadas como CFPEP17, CFPEP20, CFPEP21, CFPEP22, CFPEP25
y CFPEP28 fueron capaces de estimular la produccion de IFN-y en cantidades significativas e inducir una fuerte
respuesta celular. En este estudio se encontré que las proteinas CFPEP22 y CFPEP25 mostraron un peso
molecular aparente de 22 kDa, determinado en geles preparativos SDS-PAGE realizados bajo condiciones no
reductoras.

Algunos de los antigenos que han mostrado ser importantes en la tuberculosis, son proteinas de secrecion que
exhiben actividad enzimdtica, como el complejo antigénico 85 de M. tuberculosis, necesario para la sintesis de la
pared celular de la bacteria (162). Asi, existe fuerte evidencia de que las proteinas de bajo peso molecular
secretadas por las micobacterias inducen la proliferacion de células T y la produccién de IFN-y, IL-2 y TNF-a
tanto in vive como in vitro (179).

Por otro lado, en geles de poliacrilamida de 2-D, se ha revelado la complejidad antigenica de M. bovis BCG,
tanto de preparaciones obtenidas por ultrasonicacién o de preparaciones obtenidas por destruccion de la célula a
altas presiones, como de sobrenadantes de cultivo.

Uno de ios antigenos wnpliamente cstudiados y descritos en M. bovis, s Ia protefna MPB70 la cual exhibe una
alta especificidad de especie y ha mostrado ser un antigeno inmonodominante de la bacteria, capaz de inducir
una inmunidad celular, estimular una respuesta linfoproliferativa e inducir la produccion de anticuerpos en
animales infectados por M. bovis. La proteina es una de los principales componentes del filtrado de cuitivo de M.
bovis y se considera forma parte del componente activo del PPD bovino (180). Asi como M. ruberculosis,
también se ha encontrado que las proteinas de secrecién de bajo peso molecular de M. bovis, inducen la
proliferacién de células T productoras de IFN-y, IL-2 y TNF-o (181, 182).

Harboe y col (133), encontraron que la MPB80 y MPB70 son formas muy similares del mismo producto

genético, con diferencias en su movilidad electroforética; la microheterogeneidad observada para estas proteinas,
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se dice, puede deberse a varios grados de glicosilacién o a diferencias de carga en las cadenas laterales de sus
aminodcidos.

A diferencia de los grandes avances que se tienen en la caracterizacidn de antigenos de M. tuberculosis pocos
antigenos de M. bovis han sido aislados y caracterizados. Ademas, la caracterizacién de varios de los antigenos
de esta especie se han hecho utilizando la cepa vacunal BCG y muy poca investigacion relacionada con cepas de
campo de M. bovis. La purificacién y caracterizacion de proteinas especificas de M. bovis, es esencial para
dilucidar tanto los mecanismos de patogenicidad de la bacteria, como los mecanismos inmunes que se
desarrollan durante la infeccién a fin de identificar aquellos antigenos capaces de inducir una inmunidad
protectora y aquellos que pueden servir con fines diagnésticos. El trabajo a realizar necesita tomar en cuenta la
diversidad genética de la respuesta inmune a los antigenos, pues no todos los animales responden del mismo
modo al estimulo antigénico asi, hay mucho trabajo de investigacion por desarrollar en el campo de la

tuberculosis bovina para poder lograr, si no la erradicacion de la enfermedad, si un mejor control de ella.

13. PAPEL DE LAS CITOCINAS EN LA INMUNIDAD
EN LA TUBERCULOSIS.

El desarrollo y control de las enfermedades infecciosas, estdn determinados por la naturaleza dindmica que se
establece con los diferentes mediadores producidos localmente por las células que participan en la respuesta
inmune y los constituyentes o productos de los microorganismos infecciosos. Los linfocitos T, células que
juegan un papel central en la respuesta inmune pueden dividirse en dos diferentes subpoblaciones por el papel de
secrecion de citocinas que producen, las cuales dictan el papel funcional de las células. Las eélulas Thi
producen principalmente IFN-y e IL-12, citocinas que se asocian con la resistencia a parasitos intracelulares en
algunos modelos experimentales (183); mientras que las células Th2 producen 1L-4, IL-5 e IL-6, citocinas
necesarias para regular la sintesis de anticuerpos y promover la proliferacion de eosinéfilos y células cebadas
(184). Ambas poblaciones celulares producen IL-3, factor estimulante de la colonia de macrdfagos y
granulocitos (GM-CSF) y TNF. En el curso de la respuesta inmune a un patégeno especifico, las células Thl y
Th2, ejercen una influencia reguladora que finalmente favorece el predominio de una subpoblacién. En modelos
murinos se ha observado que el IFN-y producido por las células Thl inhibe la proliferacién de las células Th2;
mientras que la 1L-10 producida por estas ultimas inhibe la sintesis de las citocinas producidas por las células
Thl.

La resistencia inmunolégica a la infeccién micebacteriana en el ratén se dice esta mediada por células Thi
altamente productoras de IFN-y e IL-2; mientras que la susceptibilidad en esta especie se asocia con células que
producen niveles altos de IL-4 y niveles bajos de I[FN-y e 1L-2 (185). Adems4s, hay evidencias de que los ratones
cuyo gen del IFN-y ha sido deleteado, es susceptible a la infeccién con M. bovis (186, 187).

En el humano las células T exhiben también una dicotomia en el patrén de produccion de citocinas similar a la
de las células T murinas, pero a diferencia de esta especie, la IL-10 es producida por ambas subpoblaciones
celulares y puede inhibir la proliferacién celular y la secrecion de las citocinas de ambos tipos de células (188,

189). Estudios realizados para evaluar la produccién de citocinas en células T humanas en respuesta a antigenos
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producen niveles altos de IL-4 y niveles bajos de IFN-y e IL-2 (185). Ademas, hay evidencias de que los ratones
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En el humano las células T exhiben también una dicotomia en el patrén de produccién de citocinas similar a ta
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189). Estudios realizados para evaluar la produccién de citocinas en células T humanas en respuesta a antigenos
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micobacterianos, muestran resultados contradictorios; mientras que algunos autores apreciaron que muchas de
las clonas de células T CD4" reactivas a M. tuberculosis tienen un perfil de secrecion Thl, otros autores
reportan clonas de células T con un amplio espectro de produccién de citocinas incluyendo IFN-y, IL-2, iL.-4, IL-
5 ¢ 1L-10¢ (190, 191). Considerando estas discrepancias Zhang y col. (192), evaluaron la expresion de citocinas
en células mononucleares de pacientes tuberculosos y personas sanas reactoras a la tuberculina, estimuladas con
M. tuberculosis in vitro, en estos grupos la expresion de IL- 4 e IL-10 fue similar; sin embargo las células
mononucleares de pacientes tuberculosos presentaron una produccidn y expresion reducidas de IFN-y e IL-2 con
relacién a las personas reactoras a la tuberculina, lo cual sugiere que la susceptibilidad a la enfermedad se asocia
con una respuesta tipo Thl deprimida més que con una incrementada respuesta tipo Th2, como se sugirié por
otros investigadores. Las discrepancias en los estudios realizados pueden ser resultado de los diferentes métodos
experimentales y los efectos de las condiciones de cultivos in vitro, que no reflejan los eventos que se producen
in vivo; lo cual motivo que otros investigadores hayan querido evaluar la produccién de citocinas en el sitio de la
enfermedad. De este modo Barnes y col. (193), encontraron que la expresion de RNAm de 11.-4 es mas baja en
liquido pleural que en sangre. Estas observaciones proveen evidencia de que se produce una acumulacién
selectiva de células tipo Thi en el sitio de la enfermedad en pacientes con una respuesta inmune resistente y
confirman que este tipo de células tienen un papel importante en las defensas antimicobacterianas en el humano.
La definicién de cuales son los mecanismos que promueven un patrdn de respuesta tipo Thi en la tuberculosis,
es uno de los principales desafios para los investigadores en esta drea. Para muchas enfermedades infecciosas, se
sospecha que la produccion local de los mediadores solubles de la respuesta inmune influye en la produccion de
un patrén particular de secrecion de citocinas de las células T. De esta manera sé a determinado que los
macrofagos infectados in vitro con M. ituberculosis liberan citocinas inflamatorias que promueven el
reclutamiento de células mediadoras de la inflamacion v la activacién de las propias células infectadas. Las
citocinas secretadas por los macrofagos como la IL-1, [L-6, IL-10 e IL-12 ayudan a promover una respuesta tipo
Thi al inicié de la infeccién (194). A nivel de macrofagos existe evidencia de que el TNF-a y la IL-12 son
moléculas reguladoras claves en la inmunidad celular, pues se sabe que el TNF contribuye al desarrollo e
integridad del granuloma y puede sumar sus efectos con los del IFN-y para promover la destruccion de las
bacterias intracelulares. En tuberculosis humana se ha observado que los macréfagos alveolares y las células
mononucleares producen gran cantidad de TNF en respuesta a M. tuberculosis y a ciertos componentes
especificos de la bacteria, como la lipoarabinomanana y algunas proteinas de 20, 44, 58 y 65 kDa (195, 196, 197,
198), indicando con ello la influencia de los componentes bacterianos en la produccién de las diferentes
citocinas. La [L.-2 producida por los macréfagos en el sitio de la enfermedad no solo favorecen la proliferacion y
expansion de las céluias Thi especificas a antigenos micobacivianos, sino que incrementa la citotoxicidad y
proliferacién de las células T citoliticas y células NK (199, 200). Esta interleucina induce la expansion de las
células T citoliticas solo cuando hay una estimulacion antigénica especifica, a diferencia de la IL-2 e IL-7 que
pueden inducir la proliferacién de las células T citotdxicas en presencia o ausencia del antigeno (201).

La IL-18 es una citocina novel que exhibe funciones bioldgicas similares a las de la IL-12 y por ende tiene
influencia en el curso de la infeccién micobacteriana. Este hecho se comprobd cuando se inocularon ratones
Knock out en el gen de la IL-18 con M. bovis, los animales infectados desarrollaron marcadas lesiones
granulématosas; mientras que en otro grupo de estos mismos ratones ta administracidn exogena de 1L-18 redujo

significativamente la presencia de ia enfermedad (202). En tuberculosis bovina se ha tratado de determinar si la
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resistencia a la enfermedad esta asociada también con la produccion de IFN-y e IL-2, inoculando bovinos con

M. bovis y evaluando después de varias semanas de infeccion la expresién de RNAm de [FN-y e IL-2 en células
mononucleares de sangre periférica. La expresién y secrecién de estas citocinas fue altas en animales que
mostraron pequefias lesiones, como en animales que no desarrollaron ningin tipo de lesidn. La correlacién de la
produccién de IFN-y e IL-2 con otros pardmetros para evaluar la inmunidad intradérmica al PPD y la
determinacion de niveles de anticuerpos, sugieren fuertemente que las citocinas mencionadas juegan un papel
importante en la respuesta inmune a la tuberculosis bovina. Sin embargo, debe realizarse un mayor nimero de
investigaciones en tuberculosis bovina para poder describir que componentes micobacterianos, pueden favorecer
una respuesta inmune tipo Th1 con el propésito no solo de desarrollar mejores y nuevas vacunas sino también de
comprender los mecanismos inmunes dindmicos que se establecen entre la bacteria y las células que participan

en la respuesta inmune (203).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Mycobacterium bovis es el agente etiolégico de la tuberculosis bovina, enfermedad que se considera uno de los
problemas mas serios en salud animal, debido no solo a los efectos que sobre ta ganaderia nacional tiene, sino
porque representa un riesgo de infeccion al humano. Situacion que ha suscitado la investigacion en el desarrollo
de mejores y eficientes vacunas, asi como en el mejoramiento de las técnicas de diagndstico, que ayudarian

enormemente a conseguir un mejor control de la enfermedad.

Tales desarrollos, sin embargo, no se pueden alcanzar sin hacer una diseccion y estudio de los componentes
micobacterianos aislados, que conduzca a un mejor entendimiento del establecimiento y evolucion de la
enfermedad, asi como en la evaluacién del tipo de respuesta inmune que inducen; considerando que una
inmunidad protectiva hacia este microorganismo se favorece con la estimulacion de células T especificas
producioras de [FN-y e IL-2 (Th1). Los antigenos del CFPE de la bacteria pueden favorecer la induccién de este
tipo de inmunidad. Sin embargo, en tuberculosis bovina poca investigacion se ha realizado, para identificar cual

o cuales de ellos son inmunologicamente importantes para este proposito.
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OBJETIVO GENERAL.

<+ Obtener antigenos inmunodominates de M. bovis, que estimulen a linfocitos T.

% Determinar y correlacionar la respuesta celular, determinando la expresién de IFN-y hacia antigenos

definides de M. bovis.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Determinar el perfil electroforético de los extractos proteicos de filtrados de cultivo de M. bovis.

2. Separacion de proteinas de sobrenadantes de medio de cultivo de M. bovis de acuerdo a sus puntos
isoeléctricos (pl).

3. Evaluar las diferentes fracciones obtenidas mediante el isoelectroenfoque de los CFPE de M. bovis; asi
como varias proteinas purificadas de estas fracciones, en su capacidad para inducir la produccién de
IFN-y en animales sanos y enfermos.

4. Determinar ¢! efecto de dos proteinas purificadas de M. bovis sobre la relacién de linfocitos T CD4 /CD8

en animales PPD positivos y PPD negativos.
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO DE M. bovis Y OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS
DE FILTRADO DE CULTIVO.

La cepa de micobacteria que se empleo en este estudio fue M. bovis ANS, donada por la Productora Nacional de
Biolégicos Veterinarios (PRONABIVE). La cepa M. bovis ANS fue mantenida en medio de Lowenstein-Jensen o
en medio de Stonebrink-Lesslie (203). Para el analisis electroforético de las proteinas presentes en sobrenadantes
de cultivo, se cultivé la micobacteria en medio liquido sintético de Dorser-Henley modificado (204). El medio de
cultivo se distribuy6 en cantidades de 1 litro en frascos con capacidad de 2 litros, estos frascos fueron inoculados
con semilla de M. bovis, e incubados a 37 ° C, durante sexta y décima semana (205). Al terminar los diferentes
periodos de incubacion los cultivos se filtraron a través de una malla de alambre N° 85 (178 um de apertura), para
separar la mayor cantidad de masa bacteriana. El liquido residual se paso a través de filtros de asbesto y celulosa
(Carlson Ford 1/1250 BK9 o Seitz K2), posteriormente se filtré a través de papel filtro Whatman # 3 y por
ultimo se emplearon filtros millipore (Millipore Corp. , Bedford, Mass) de 1.2, 0.45 y 0.22 pm. Las proteinas
presentes en los filtrados de cultivo se precipitaron con cristales de sulfato de amonio [(NHs), SOs] a una
saturacién final del 80 %, con agitacién constante a 4° C por 24 horas. También se realizaron precipitaciones
secuenciales con saturaciones det 30, 40, 50 y 60 % (NH,); SO, (206). Al término de este tiempo, la solucién se
centrifugé a 4° C por 60 minutos a 10 000 r.p.m. (Beckman rotor JS-13.1) para empaquetar el precipitado, el cual
fue resuspendido en 10 ml de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2 y posteriormente dializado
exhaustivamente contra PBS, en bolsas de dialisis (Spectra/Por No 3787-D40) con punto de corte de 12 a 14 kDa,
a 4° C durante 36 horas con 4 cambios de 2 litros cada uno. Después del dializado sé comprobé la ausencia de
(NH,), SO, agregando cloruro de bario_ El material asi obtenido se designo como extracto proteico de filtrado de
cultivo (CFPE), la concentracién de proteina de los CFPE se determiné por €l método de Bradford, para fines
practicos esta concentracion se ajusto a 35.0 ug/ml de proteina y se dividié en alicuotas de 1 ml, las cuales se

almacenaron a— 70 ° C hasta su empleo (207).

Il. ANALISIS ELECTROFORETICO DE CFPE DE M. bovis EN GELES
DE POLIACRILAMIDA-SDS.

Las proteinas presentes en los CFPE de las diferentes semanas de cultivo se sometieron a un andlisis
electroforético en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), bajo condiciones
reductoras de acuerdo al método descrito por Laemmli (208, 209). Se utiliz6 un sistema de geles discontinuo con
un gel concentrador al 4 % y un gel separador al 15.0 % de acrilamida. Se colocaron 50 pl (15 g de proteina)
de cada uno de los CFPE en los carriles correspondientes y proteinas con peso molecular como estandares. Los
corrimientos se efectuaron a 200 V constante, usando una solucién buffer de Tris-glicina pH 8.3 con SDS al
0.1 %. Los geles se tifieron con azul de Coomasie R-250 al 0.2 % y se destifieron con una mezcla de dcido acético

/ metanol, o bien se tefiian con nitrato de plata segin el método de Merril y cols. (210, 211).
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l1l. SEPARACION DE PROTEINAS DE ACUERDO A LAS

CARACTERISTICAS DE PUNTO ISOELECTRICO.

Una estrategia alternativa para la purificacion de proteinas, es su separacién por medio de la propiedad
caracteristica de su punto isoeléctrico a partir de mezclas complejas de las mismas. Cuando las proteinas se
someten a una separacién electroforética en un gradiente de pH autogenerado y preformado, migran a través de
este hasta alcanzar el pH al cual su carga neta es cero, es decir hasta alcanzar su punto isoeléctrico (pl),
metodologia conocida como isoelectroenfoque; la separacion puede llevarse en solucidén empleando una celda
Rotofor (BIO-RAD). La separacion en este sistema se realiza en condiciones no desnaturalizantes, ofreciendo la
ventaja de que las proteinas mantienen su estado nativo y funcionalidad. La cdmara de enfoque del aparato esta
dividida en 20 compartimientos en los cuales se establecen las zonas de enfoque o gradiente de pH, inicialmente
se utiliza un gradiente de pH 3-10, bajo el cual proteinas con pl similares pueden localizarse en una fraccién. Las
proteinas separadas en este gradiente, pueden reenfocarse nuevamente utilizando gradientes de pH mas estrecho,
lo que permite la semipurificacién de proteinas con pl cercanos (212, 213, 214), Para el isoelectroenfoque de las
proteinas presentes en el CFPE se estableci6 primero el gradiente de pH 3-10, colocando en la cdamara de enfoque
una mezcla de 2.5 ml de una solucién de anfolitos 3-10 pH, 10 ml de glicerol y 30 mi de agua bidestilada; el
recipiente del 4nodo se lleno con una solucion de H;PO, 0.1 M; mientras que en la cmara del catodo se lleno con
NaOH 0.1 M, se establecié una precorrida a 12 W constante por una hora. Posteriormente se colocaron 15 m! del
CFPE en la camara de enfoque y se corrié a 12 W constante por un espacio de 5 - 6 horas a 4° C. Después de este
tiempo se colectaron las 20 fracciones por aspiracion con la ayuda de un cosechador diseftado para este propésito.
En todas las separaciones por isoelectroenfoque se determino el pH individual de cada fraccion para determinar si
habia establecido el gradiente de pH.

Los anfolitos presentes en las fracciones se eliminaron adicionando 100 mg de NaCl por mililitro de muestra de
cada fraccién; el exceso de sales y anfolitos se elimino dializando contra Tris 50 mM y NaCl45 mM pH 7.2 a 4°
C, empleando una membrana con punto de corte de 3500 daltones (Spectra/Por No 3787-D40). También se realizo
un isoelectroenfoque empleando un rango de pH 2.5-8.0. Las proteinas de algunas fracciones seleccionadas fueron
purificadas por electroforesis de elucién continua, utilizando un equipo de electroforesis preparativa (BIO-Rad
Model 491 Prep Cell).

Las diferentes fracciones obtenidas por isoelectroenfoque y las proteinas aisladas por refraccionamiento o por
electroforesis de elucién continua, fueron empleadas para estimular células periféricas mononucleares obtenida de

vacas PPD (+) y PPD (-).

IV. ANIMALES DE EXPERIMENTACION (BOVINOS).

Para determinar el reconocimiento antigénico hacia las proteinas presentes en el CFPE de M. bovis en animales
con prueba intradérmica francamente positiva, moderada y negativa al PPD bovino, asi como evaluar algunas de
estas proteinas en su capacidad para inducir la secrecidn de IFN-y en células sensibilizadas obtenidas de los
diferentes grupos. Se seleccionaron animales bovinos de la raza Friesian-Holstein, pertenecientes a dos establos
lecheros, uno de ellos localizado en el municipio de Coacalco, Edo de México, con cerca de 800 animales en

produccién y el otro en el municipio de Cuatlitlan-Izcalli, Edo de México, en las instalaciones del rancho de ia
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FES-Cuatitlan-UNAM propiedad de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia con un total de 59 animales (Fig.

2). La prevalencia determinada de tuberculosis en los establos fue de 60 y 55 % para el primero y segundo
respectivamente. Del primer establo se seleccionaron 31 animales por los parémetros de baja produccién lechera y
estado fisico general disminuido; bajo estas condiciones los animales regularmente se envian al rastro, hecho que
brinda oportunidad para confirmar la presencia de la enfermedad y evaluar el grado de lesiones. Del segundo
establo se trabajo practicamente con todos los animales. Antes de que los animales se enviaran a rastro, se obtuvo
sangre heparinizada de varios de los animales con el propdsito de realizar los estudios de estimulacion in vitro. Al
momento del sacrificio, se realizé una inspeccién minuciosa para determinar la presencia de lesiones sugestivas de
tuberculosis, asi como llevar a cabo la toma de muestras para el aislamiento de las micobacterias, y en algunos de
los casos el estudio histopatolégico y la aplicacién de una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),

especifica para el complejo M tuberculosis en muestras de tejido.

Fig. 2 Instalaciones del rancho de la Facultad de Estudios Superiores UNAM, explotacion lechera con 59 bovinos
de la raza Friesian-Holstein.

V. PRUEBA DE INTRADERMORREACCION.

Con la finalidad de identificar el grado de reactividad que mostraban los diferentes animales en estudio hacia el
PPD bovino, s¢ aplicé la prueba doble comparativa como lo marcan las normas establecidas por la Campafia
Nacional de Tuberculosis; se inoculo intradérmicamente en la tabla del cuello con ayuda de jeringas dosificadoras
0.1 ml de PPD bovino y 0.1 ml de PPD aviar. La inoculacion se realizé al mismo tiempo y en sitios préximos uno
del otro. 1.a lectura de la reaccién se evalué midiendo a 1as 72 h, con un vernier, el aumento en el grosor de la piel
por la induracién que se produce en respuesta al PPD. Los criterios para considerar a los animales como
positivos, sospechosos o negativos al PPD se aplicaron de acuerdo a como lo marca la Norma Oficial: a) si la
induracién producida en el sitio de inoculacién del PPD bovino es mayor a cuatro mm o més a la que se produce
en el sitio de inoculacién del PPD aviar, el animal se considera positivo; b) si la induracién que se produce en
respuesta al PPD bovino es entre uno y cuatro mm mayor que la medida del PPD aviar, el animal se considera
sospechosos y ©) si la induracién en la zona del PPD bovino es igual o dos mm menor que la del PPD aviar el

animal se considera negativo; el animal también se considera negativo si no presenta ninguna induraci6n (215,

216).
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VI. AISLAMIENTO BACTERIOLOGICO.

Las muestras de tejido colectadas en rastro de los animales en estudio, como: nédulos linfticos retrofaringeos,
bronquiales, mediastinicos, traqueales y en algunas ocasiones de pulmon, se colocaron en viales de plastico
conteniendo solucién saturada de borato de sodio; las muestras se trasladaron al laboratorio de Bioseguridad del
Departamento de Microbiologia de la FMVZ-UNAM. Para intentar el aislamiento y cultivo de las micobacterias,
en los medios de Lowestein-Jensen y Stonebrink (ver seccién de anexo), muestras de 2 gs. de tejido se colocaron
en morteros que contenian 20 m! de una solucién de hipociorito de sodio 1:1000 durante 30 min., con la finalidad
de solubilizar las grasas y eliminarlas por decantacion, las muestras se maceraron por 15 minutos y se les agrego
10 ml de rojo de fenol, se tomaron 7 mi del macerado en solucién y este se coloct en un tubo de 50 ml, al cual se
le habia agregado 5 ml de hidréxido de sodio al 0.5 N; se incubé durante 10 min. y posteriormente se agregd HCI
6.0 N gota a gota hasta que la mezcla tuvo un color amarillo, acto seguido se centrifugo a 1700 r.p.m. {Beckman
rotor JS-13.1) durante 20 min. El liquido se descarto y el sedimento se resuspendié en | ml PBS estéril, se
inocularon 2 tubos con medio de Lowestein-Jensen sin glicerina y 2 tubos con medio de Stonebrink. Los tubos
inoculados se incubaron a 37 °C y cada semana se examinaban hasta observar las colonias caracteristicas de las
micobacterias, de las colonias sospechosas se realizaron frotis los cuales se tifieron por Ziehl-Neelsen (Fig. 3),
para poder determinar si estas eran micobacterias (ver anexo). La identificacion de las micobacterias se realizd de
acuerdo a sus reacciones bioquimicas a las pruebas de niacina, catalasa, nitratos y pigmentacién de la colonia

217).

Fig. 3.- Observacién de micobacterias Ziehl-Neelsen de un animal positivo a la prueba de la tuberculina.
VIl. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO.

De los animales que resultaron INTRADERMORREACCION positivo o aquellos que presentaban lesiones
compatibles con tuberculosis, se tomaron muestras de tejido de 1 cm®  depositandolas en una solucién de
formalina al 10 % pH 7.2, y posteriormente fueron incluidas en parafina. Se realizaron cortes de 4 um de grosor
que fueron tefiidas por la técnica de hematoxilina y eosina (H-E), para su evaluacién histolégica. Considerando en
el an4lisis el aspecto microscopico en los diferentes tejidos afectados como tipo y grado de respuesta inflamatoria,

presencia o ausencia de necrosis y calcificacion,
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Los criterios a constderar en el andlisis histopatolégico fueron: Tipo I: lesién constituida por infiltrado de

células mononucleares, principalmente macréfagos, células epiteloides y células gigantes (Fig. 5); Tipo II: lesion
donde se observa necrosis y calcificacion en diferente grado, rodeada por células mononucleares, sin que este se
encuentre delimitado por tejido conectivo fibroso (Fig. 6); y el Tipo III; lesiones que se caracterizan por elementos
del tipo 11, solo que los procesos inflamatorios y de necrosis se encuentran bien delimitados por una gruesa capa

de tejide conectivo fibroso, constituyendo un granuloma tipico (Fig. 7).

Fig. 4. Seguimiento de animal al rastro, ilustracién que corresponde a8 miltiples granulomas del tipo 1 y III
(tubérculo), de diversos tamafios con calcificaciones en varios sitios anatémicos.

Fig. 5. Linfadenitis granulomatosa tipo 1. Se muestra un foco con abundantes macréfagos y células epitelioides.
La flecha nos muestra la formacidn de células gigantes tipe Langhans (Tincién HE x 400).
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Fig. 6.- Linfadenitis granulomatosa tipo II. Seccién de linfonddule con dreas extensas de necrosis (Nc) y
calcificacién moderada (Ca), rodeada de macréfagos, células epitelioides, Las flechas nos indican la presencia de
células gigantes (HE x 100).
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Fig. 7 . Linfadenitis granulomatosa tipo I11. Se observa un drea extensa de necrosis caseosa central (Nc), focos de
calcificacion (Ca), rodeada de células mononucleares, delimitados por una cépsula de tejido fibroso (*). En la
periferia se observa tejido linfoide reactivo y la formacién de un granuloma tipo I (HE x 25).

VIIL. IDENTIFICACION DEL complejo M. tuberculosis en tejido por
PCR.

La presencia de micobacterias pertenecientes al complejo M tuberculosis, en las muestras de tejido de los
animales sacrificados se determin6é mediante la técnica de PCR, desarrollada por Wilton y col (218). Los
iniciadores empleados en la reaccién fueron el TB1-A (5’ GAACAATCCGGAGTTGACAA3’) yel TBI-B (5’
AGCACGCTGTCAATCATGTA3’), que amplifican una region de 372 pb del gen que codifica para la proteina
de secrecion MPB70 de M. bovis.

Como controles del producto de amplificacién se utilizaron cepas de referencia de M. bovis ANS, M avium D4
(donadas por la PRONABIVE) y M tuberculosis H3TRv (ATTC). La extraccién del ADN de las micobacterias se
realizé de acuerdo al método descrito por van Soolingen y col (219), brevemente, de los cultivos de las bacterias
se tomaron 4 asadas, las cuales colocaron en tubos conteniendo 400 pl de solucién amortiguadora de TE (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0), la suspension se calent6 a 94 ° C por 10 minutos con el propésito de inactivar
a las micobacterias; posteriormente se adiciono 50 pl de lisozima (10 mg/ml) e incubo a 37 © C toda la noche,
después de este tiempo de incubacién se agreg6 75 pt de SDS al 10 % y 5 ul de protenasa K (10 mg/ml),
incubando a 65 ° C por 10 min. Posteriormente se agregd 100 ul de NaCl 5 M, agitando la mezcla, en seguida se
adicion® 80 pl de bromuro de hexadecilcetiltrimetil-amonio (CTAB) al 10 % y NaCl al 4 %, nuevamente se agit6
la mezcla y se incub6 a 65 ° C durante 10 min. Después de este tiempo se adicioné un volumen igual de alcohol
iscamilico-cloroformo {1:24), sc agito por 10 scg., y centrifugo a 14 000 rp.m. (38,340 g) por 10 m. 3e
transfiri6 la fase acuosa a un tubo nuevo y estéril y se agregé 600 pl de isopropanol, la mezcla se dejo en reposo a
—20° C por 30 min, posteriormente se centrifugo a 14 000 r.p.m por 10 min; seguido se elimin el sobrenadante y
el sedimento se lavo 2 veces con 500 pi de etanol al 70 % fri6 y una vez con etanol absoluto fid, centrifugando a
14 000 r.p.m. por S min, finalmente el ADN se resuspendi6 en 50 pl de agua Milli- Q (218, 220).

La extraccion del ADN de las muestras de tejido se llevo a cabo homogeneizando un gramo de muestra en 9 mi de

amortiguador TE, posteriormente se transfirieron 450 ul del homogeneizado a un microtubo y se adicion6 50 pl

de lisozima e incubo a 37 ° C por una hora, después de este tiempo de incubacién se agregé 100ul de SDS al 10 %
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y 6 ul de proteinasa K, incubando a 65 ° C por 10 min. El procedimiento a seguir a partir de este paso, fue

similar al descrito anteriormente para las cepas micobacterianas.

La reaccion de PCR se efectué empleando 6.2 mM de dNTP, 1 uM de oligonucleotidos, 2.5 mM de MgCl, y 1.25
U de la enzima Taq polimerasa. El programa establecido para la amplificacion consistié de una fase inicial de
precalentamiento 2 94 ° C por 5 min, seguida de una fase de desnaturalizacién a 94 ° C por 30 seg, y de
alineacién e hibridacién a 58 ° C por 3 min, y extensién a 75 ° C por 3 min, después de 40 ciclos de amplificacién,
siguid una fase de enfriamiento a 4° C por tiempo indefinido. Los productos de amplificacion, se visualizaron por

medio de luz ultravioleta en geles de agarosa al 2 %, tefiidos con bromuro de etidio (221, 222, 223),

IX. ANALISIS DE INMUNOTRANSFERENCIA.

Para ¢l anilisis de inmunotransferencia, se realizaron corrimientos electroforéticos de los CFPE en un sistema de
geles de poliacrilamida discontinuo, utilizando un gel separador al 10 % y un gel concentrador al 3 % bajo
condiciones no reductoras; después de la separacion electroforética las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa de 0.45 um (BAB5SR597 Schleicher and Schuell), de acuerdo a la metodologia descrita por Towbin
(224). Se utiliz6 un buffer de transferencia y se aplicé un voltaje constante de 60 V durante 90 minutos. Después
de la transferencia, se bloquearon los sitios libre de la membrana incubdndola con una solucién de albiimina al 1
% a temperatura ambiente por espacio de una hora; posteriormente se realizarcn tres lavados de 5 minutos, con
PBS-Tween 20 al 0.3 % pH 7.2. Se cortaron tiras de 5 mm de ancho de la membrana, para incubarlas con los
sueros de los diferentes grupos de animales; los sueros se diluyeron 1:100 en PBS-Tween 20 al 0.3 %. Se
incubaron tiras individuales con cada uno de los diferentes sueros diluidos a temperatura ambiente por espacio de
una hora, y después de este tiempo las tiras se lavaron 5 veces con PBS-Tween 20 al 0.3 %, se adicioné una anti-
IgG-bovino conjugada con peroxidasa, diluida 1:5000 y se incubd por dos horas a temperatura ambiente, seguido
se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.3 % vy se revelo6 afiadiendo el sustrato de la enzima, 4-cloro 1
naftol - HO, (225).

X. SECRECION DE IFN-y EN CULTIVO DE SANGRE COMPLETA DE
BOVINOS, ESTIMULADOS CON FRACCIONES SEPARADAS POR
ISOELECTROENFOQUE DEL CFPE DE M. bovis.

Se realizaron varios ensayos para evaluar las diferentes fracciones separadas por isoelectroenfoque del CFPE, en
su capacidad para inducir la secrecién de IFN-v en cultivo de sangre completa de bovinos fuertemente reactores al
PPD bovino, moderadamente reactores y negativos a este.

En el primer ensayo, se trabajé con 9 animales del hato lechero localizado en el Municipio de Cuatitlan-Izcalli, los
cuales se seleccionaron unicamente por el grado de reactividad que mostraren al PPD bovino; de estos tres fueron
fuertemente reactores, tres presentaron una respuesta moderada y tres se consideraron negativos a la prueba. Para
este ensayo se obtuvo sangre heparinizada de los animales, la cual se trabajé dentro de las primeras 2 horas de

haberse obtenido. La sangre se distribuyd en condiciones de esterilidad, en placas de 24 pozos a razén de 1.5 ml
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de sangre por pozo, considerando once fracciones a evaluar, el CFPE crudo y los controles que en este caso
fueron PPD de M. bovis, PPD de M avium, lectina de Canavalia eusiformis y un pozo con sangre sin estimular. Se
deposité en los diferentes pozos 10 ul de la fraccidn correspondiente (2 ug proteina en el volumen total del
cultivo), 10 pg de CFPE, 10 ug de PPD de M. bovis, 10 pg de PPD de M avium y 5 ug de lectina de Canavalia
eusiformis (Sigma Chemical). Las placas se incubaron por 24 horas a 37 ° C en una atmésfera de 5 % de CO, y
después de este tiempo las placas se centrifugaron a 1500 r.p.m (Beckman. TJ-6) por 10 minutos. Se colect6 el
plasma de los diferentes pozos, los cuales se depositaron en crioviales que se mantuvieron a — 20 ° C, para
posteriormente evaluar la produccién de IFN-y, empleando un ensayo de ELISA.

En un segundo ensayo se trabajaron con cuatro animales de los cuales se conocia su reaccin a la prueba
intradérmica de la tuberculina, asi como los niveles de secrecién de IFN-y en cultivo de células de sangre
periférica estimuladas in vitro con PPD de M. bovis y PPD de M avium; y sus niveles de anticuerpos
determinados por un ensayo de ELISA comparativo utilizando como antigeno PPD de M. bovis y PPD de M
avium. Antes de que estos animales se sacrificaron para evaluar el grade de lesiones tuberculosas que presentaban
y llevar a cabo la comprobacion de la infeccion micobacteriana por cultivo y prueba de PCR, se colecto sangre de
los animales, para estimular sus células de sangre periférica con las veinte diferentes fracciones separadas por
isoelectroenfoque en el rango de pH 3.0-10.0. La estimulacién se efectué como se indico anteriormente, utilizando
placas de 24 pozos y depositando 1.5 ml de sangre completa por pozo; se adicioné 10 pl (2ug/mi de contenido
proteico), de las diferentes fracciones a los pozos. Después del tiempo de incubacidn , se colectaron los plasmas y
estos se mantuvieron a — 20 © C, para posteriormente evaluar la produccién de IFN-y.

En el tercer ensayo, se empled un total de 40 animales, a los cuales se les prictico la prueba intradérmica de la
tuberculina y determind la relacién de produccién de IFN-y en cultivo de sangre completa estimulada con PPD de
M. bovis y PPD de M avium. Antes de que los animales se sacrificaran, para determinar y evaluar las lesiones
tuberculosas que presentaban por inspeccién, se colecto sangre, con el propdsito de estimular las células de sangre
completa con las 20 diferentes fracciones separadas por isoelectroenfoque en el rango de pH 3.0-10.0. Después de
haber determinado la presencia y grado de lesién al momento del sacrificio, fue posible agrupar a estos animales
en 5 grupos, bajo los criterios de respuesta al PPD de M. bovis, presencia de lesiones y aislamiento
micobacteriano. Los animales se agruparon como sigue: Grupo A (n=12) animales sanos, PPD negativos, sin
lesiones y aislamiento negativo; Grupo B (n' 8) animales PPD positivos, sin lesiones aparentes y sin aislamiento;
Grupo C (n=8) animales PPD positivos, con pocas lesiones y aislamiento positivo; Grupo D (n=8 animales PPD
positivos con lesiones moderadas y aislamiento positivo; Grupo E (n=4) animales anérgicos, PPD negativos, con

abundantes lesiones tuberculosas y aislamiento positivo.

XI. SECRECION DE IFN-y EN CULTIVOS DE SANGRE COMPLETA DE
BOVINOS ESTIMULADOS CON PROTEINAS PURIFICADAS DEL
CFPE DE M. bovis.

Dos proteinas purificadas por refraccionamiento en el equipo de isoelectroenfoque, utilizando el mismo gradiente
de pH de la misma muestra; fueron utilizadas para evaluar su capacidad para inducir la liberacién de 1FN-y en
cultivo de sangre completa. Las proteinas exhiben un mismo peso molecular aparente, pero diferente punto

isoeléctrico. Para este ensayo se trabajo con 5 animales reactores al PPD bovino y 5 animales no reactores. Los
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cultivos se efectuaron como se indicé antes, empleando placas de 24 pozos y depositando 1.5 ml de sangre por
pozo, 10 pl de solucién de las diferentes proteinas purificadas (2 pg / ml), se depositaron en los pozos
correspondientes, las placas se incubaron por 24 horas a 37 ° C en una atmoésfera de 5 % de CO,. Posteriormente
se colectaron los plasmas de los diferentes pozos, los cuales se almacenaron a — 20 © C, hasta el momento de
evaluar el TFN-v.

Por electroforesis de elucién continua, también fue posible aislar 7 protefnas a partir de la fraccion N° 4, obtenida
por isoelectroenfoque empleando un rango de pH 3.0-10.0. Estas proteinas también fueron evaluadas en su
capacidad para inducir Ia liberacién de IFN-y en cultivo de sangre completa, empleando 5 animales reactores
positivos al PPD bovino y 5 animales no reactores. Las condiciones de cultivo fueron similares a las previamente
descritas y Ia estimulacién antigénica se realizé adicionando 10 pl (2 pg / ml), de las diferentes proteinas.
Después del tiempo de incubacién los plasmas se colectaron y almacenaron a — 20 © C. El IFN-y liberado, se

evalué mediante un ensayo inmunoenzimatico.

Xil. ENSAYO DE IFN-.

El IFN-y liberado en los plasmas sobrenadantes de los cultivos, se midié usando un ensayo inmunoenzimatico
tipo sandwich (ELISA), descrito por Rothe! y col. (226, 227). (Bovine y interferon Test, Herd Check, IDEXX,
USA); cuyo nivel de deteccion es de 25 pg / ml de [FN-y bovino recombinante. Se adicionaron 100 pl de plasma a
evaluar por pozo a las placas de microtitulacion sensibilizadas con un primer anticuerpo monoclonal especifico
para el IFN-y bovino; después de una incubacién de 60 minutos y un lavado exhaustivo, se adicion6 un segundo
anticuerpo monoclonal especifico conjugado con peroxidasa y se incubd por una hora, posteriormente las placas
se lavaron para eliminar el conjugado no ligado y finalmente se adiciond el sustrato enzimético (H,0;) y el
cromégeno tetrametilbencidina (TMB), incubindose por 30 minutos antes de detener la reaccion. Las placas se
leyeron en un lector de ELISA marca Bio-Tek, empleando un filtro de 450 nm (228, 229,230, 231). Los resultado
se expresaron grificamente, considerando los cambios en la densidad éptica a 450 nm (O.D.ss), de los
sobrenadantes de cultivo estimulados con los respectivas fracciones o antigenos purificados menos la O.D.y5 de

los sobrenadantes de cultivo sin estimular en cada animal evaluado.

XIll. DETERMINACION DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T
CD4/CDS.

Después de la estimulacién antigénica empleando las dos proteinas purificadas que presentaban el mismo peso
molecular, pero diferente punto isoeléctrico, se realizé una lisis hipoténica de los glébulos rojos, empleando una
mezcla de NH; CL 0.16 M y Tris-HC10.17 M pH 7.6 (1:9), 750 pl de esta mezcla se adiciono a 250 pl de sangre
obtenida de los pozos de las placas de cultivo; se mezclo suavemente y dejo reposar por 10 min., posteriormente
se centrifugo a 2500 r.p.m, para recuperar las células y eliminar el sobrenadante. La molaridad se reconstituyo con
PBS pH 7.0, agitando el volumen final de las células en 50 ul. Se tomaron alicuotas de 15 pl de la suspension de
células para extenderlas sobre un portaobjeto limpio y desengrasado, permitiendo secar a temperatura ambiente;

posteriormente las células se fijaron con etanol al 70 %. Se realizaron 3 extensiones o frotis de la suspensiones de
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células de cada uno de los diferentes pozos; de esta manera se tuvieron 3 lecturas por proteina evaluada y por
animal (232).

El nimero de células Bo CD4 y Bo CDS8, se evalu6 mediante una téenica de inmunotincién, empleando
anticuerpos monoclonales anti CD4 bovino, (Bo CD4, CC30 isotipo Ig G1) y anti CD8 bovino (Bo CD8, CC63
isotipo 1gG 2a), adquiridos en la compafiia Serotec. Kidington, Oxford, England (233, 234). Los anticuerpos
fueron previamente titulados, para determinar la dilucién 6ptima de trabajo; la cual fue de 1:80 para los dos
diferentes reactivos. Las células se cubrieron con la dilucion del anticuerpo por 15 minutos, posteriormente las
laminillas se lavaron varias veces con PBS-Tween; enseguida se adiciono un segundo anticuerpo anti Ig G de
ratéon marcado con biotina; el exceso de reactivo no ligado se elimind por lavados, posteriormente se adiciond
streptavidina acoplada con peroxidasa incubindola por 60 minutos a 37 ° C, después de varios lavados con PBS-
Tween, se agrego el sustrato diaminobencidina. Finalmente se hizo una observacion directa al microscopio para

determinar el niimero de células CD4 y CD8 (Fig. 8).
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Fig. 8.- Observacién microscopica de linfocitos T Bo CD4', empleando anticuerpos monoclonales contra este
fenotipo y usando un anticuerpo secundario biotinilados especificos de isotipo. Las células fueron visualizadas por
microscopia optica (40 X) fueron contabilizadas en cada uno de los ensayos.
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RESULTADOS.

I.- PERFIL ELECTROFORETICO DE LOS EXTRACTOS PROTEICOS DEL
FILTRADO DE CULTIVO OBTENIDOS A LA SEXTA Y DECIMA SEMANA

Las proteinas presentes en los extractos proteicos obtenidos del filtrado de cultivo de M bovis en los diferentes
tiempos, fueron separadas electroforéticamente en SDS-PAGE. El anilisis efectuado indico que existen
diferencias en numero y presencia de proteinas para los diferentes tiempos de cultivo. Sin embargo el analisis
repetido de los CFPE mostr6 un perfil proteico definido para las diferentes semanas de cultivo evaluadas. En la
Fig. 9, se presentan los corrimientos electroforéticos de los CFPE, obtenidos a partir de la sexta y décima semana
de cultivo, bajo condiciones reductoras y no reductoras; los diferentes CFPE presentan una gran diversidad de
proteinas comprendidas en el rango de 100 y 12 kDa, pero existen claras diferencias en cuando a la presencia de
proteinas principales entre estas. Para el CFPE de la sexta semana de cultivo, se observan principalmente 12
proteinas con pesos moleculares, aparentes de 70, 50,46, 45, 38, 34, 24,23, 20, 18, 14 y 12 kDa; mientras que
para el CFPE de la décima semana, se observaron 11 proteinas con pesos moleculares aparentes de 70, 52, 46, 45,
38, 34, 30, 23, 21, 18, y 14 kDa. Bajo condiciones reductoras el namero de bandas proteicas para ambos CFPE
fue mayor, lo cual indica la existencia de proteinas constituidas por dos o mas subunidades, las bandas
principales que se observan para el CFPE de la sexta semana de cultivo en condiciones reductoras tienen pesos
moleculares aparentes de 63, 54, 50, 46, 45, 42, 38, 34, 38, 24, 21, 20, 19 y 14 kDa; mientras que para ¢l CFPE
de la décima semana en condiciones reductoras las bandas proteicas presentan pesos moleculares aparentes de 63,
58, 54, 50, 45, 42, 38, 34, 28, 26, 23, 21, 18, y 14 kDa (Fig. 9).
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Fig. Y. Electrotoresis de los CFPE’s de AMf bovis, de la sexta y décima semana de cultivo en SDS-PAGE al 15 %;
carriles 1 y 4 estandares de peso molecular; carriles 2 y 3, CFPE de la sexta y décima semana en condiciones
naturales; carriles 5 y 6 corresponden a las mismas muestras bajo condiciones reductoras.

I1. FRACCIONAMIENTO DEL CFPE POR PRECIPITACIONES DIFERENCIALES
CON (NHy); SO..

EL CFPE de la sexta semana de cultivo exhibe un patrén proteico bien definido y un mayor nimero de bandas

proteicas, por lo cual se considero que este tiempo de cultivo era el adecuado para realizar nuestro estudio, con
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este proposito primeramente se realizaron precipitaciones secuenciales con sulfato de amonio del sobrenadante

de cultivo, empleando concentraciones finales de 30, 40, 50, 60 y 80 % de la sal mencionada. El analisis
electroforético de los extractos obtenidos por precipitacién secuencial indica diferencias en el numero de
proteinas presentes para los diferentes extractos (Fig. 10). La precipitacion al 40 y 80 % de (NH,);S50,,
favorecié la recuperacién de una gran cantidad de proteinas a partir del sobrenadante de cultivo de M bovis; no
asi las precipitaciones que se efectuaron a concentraciones del 30, 50 y 60 %. Sin embargo, se observa un mayor
nimero de bandas, varias de ellas tefiidas con mas intensidad en el CFPE que se obtuvo empleando una
concentracion final de (NH,);SOs al 80 %. Las principales bandas proteicas que se observan en este extracto,
tienen pesos moleculares aparentes de 70, 63, 54, 50, 45, 42, 38, 34, 30, 28, 26, 23,22, 19y 14 kDa. Debido a
que los extractos obtenidos empleando una concentracion del 80 % (NH4),50,, presenta una mayor cantidad de
proteinas de secrecion, estas fueron utilizadas para realizar estudios de inmunotransferencia y separacién de

proteinas por electroforesis preparativa.
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Fig. 10. Analisis electroforético de los CFPE’s de cultivo de la sexta semana de M bovis, en SDS-PAGE al 15 %;
obtenidos por precipitaciones secuenciales con sulfato de amonio. Carril 1, precipitado al 30 %; Carril 2,
al 40 %; carril 3, al 50 %; carril 4, al 60 %; carril 5, al 80 %.

III. RESPUESTA INMUNE HUMORAL A LOS CFPE OBTENIDOS A LA SEXTA
SEMANA.

Para el analisis de inmunotransferencia se empled CFPE, obtenido a partir de sobrenadantes de cultivo de seis
semanas de incubacién, precipitado al 80 %. El andlisis individual del suero de un animal tuberculoso que fue
positivo a la prueba de la tuberculina, con lesiones tuberculosas confirmadas por inspeccién y andlisis
histopatolégico y del que ademas se recuperé M bovis y se determiné su presencia por PCR; mostré
reconocimiento principalmente a proteinas de secrecion de 60, 32, 22 y 14 kDa (Fig. 11}); mientras que el suero
de un animal negativo a la prueba de la tuberculina de la que no se observaron lesiones tuberculosas por
inspeccion y que ademés fue negativo al aislamiento bacteriolégico y PCR, reconocio proteinas en el rango 65-

66, 32 y 14 kDa (Fig. 12).
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Fig. 11. Analisis de inmunotransferencia de las proteinas del CFPE de M. bovis de la sexta semana, empleando
suero de un bovino que mostré ser fuertemente reactivo al PPD bovino; el animal presento lesiones tuberculosas
y fue positivo al aislamiento de M bovis (diluciones dobles del suero desde 1:100 hasta 1:6 400).

Fig. 12. Analisis de inmunotransferencia de las proteinas de CFPE de M bovis de la sexta semana, empleando
suero de un bovino PPD negativo, sin lesiones tuberculosas y aislamiento negativo a M bovis (diluciones dobles
del suero 1:100 hasta 1:12 800).

IV. FRACCIONAMIENTO DEL CFPE POR ISOELECTROENFOQUE.

Las proteinas presentes en el CFPE fueron inicialmente electroenfocadas empleando un rango de pH de 2.5-8-0,
bajo estas condiciones el andlisis electroforético en SDS-PAGE de las diferentes fracciones, muestra la presencia
de 3 a 6 proteinas para cada una de las diferentes fracciones; varias de ellas con proteinas de diferente peso
molecular. Sin embargo, resulto relevante la presencia en todas las fracciones de dos bandas proteicas con
movilidad relativa de 60 y 45 kDa pero el diferente pH que presentan las fracciones, permite considerar la
existencia de mas de dos proteinas de 60 y 45 kDa que pueden llegar a diferenciarse por su punto isoeléctrico.
Fue claro también la presencia de bandas proteicas de 18 y 14.2 kDa en las fracciones comprendidas entre un pH

de 5.0-7.0 (Fig. 13).
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Fig. 13. Andlisis electroforético de las proteinas presentes en las diferentes fracciones obtenidas por
isoelectroenfoque del CFPE de M bovis de la sexta semana. La separacion se efectud estableciendo previamente
un gradiente de pH de 2.5-8.0, empleando una solucién de anfolitos de 2 % y depositando posteriormente 25 mg
del CFPE (contenido proteico).

Debido al bajo rendimiento obtenido en la separacion, se considerd necesario incrementar el contenido proteico
del CFPE y ampliar el rango de pH de los anfolitos empleados en una segunda separacién, para conseguir un

mayor enriquecimiento de las proteinas en las diferentes fracciones.

V. PERFIL ELECTROFORETICO DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS POR
ISOELECTROENFOQUE.

El anélisis electroforético muestra que la separacién bajo estas condiciones fue optimo, pues se observé un perfil
electroforético caracteristico que se repiti6 en las diferentes separaciones que se hicieron. El analisis mostré una
mayor cantidad de bandas proteicas, en comparacion con la separacién anterior, localizadas dentro de las
fracciones 2-8. Sin embargo, la mayoria de ellas se encuentra en las fracciones comprendidas en el rango de pH
de 5-6 (Fig. 14); mientras que en las fracciones con pH extremos, s¢ observaron un menor nimero de bandas
proteicas. En las diferentes fracciones es evidente la presencia de una banda proteica ubicada a la altura de los 66
kDa, como en la separacion anterior (Fig. 13), pero a diferencia de esta dltima, se apreciaron mas intensamente
teflidas. También se observa en las fracciones 12-16 un area sélida intensamente tefiidas, localizada de los 24

kDa hacia abajo, sugiriendo la existencia de componentes de naturaleza lipidica en el CFPE.
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Fig. 14.- Las proteinas del CFPE de M bovis de la sexta semana, fueron separadas por isoelectroenfoque, después
de haber realizado una precipitacion secuencial al 80 % de (NH,);SO;. El rango de pH de la solucién de anfolitos
fue de 3.0-10.0.

Las fracciones obtenidas bajo estas condiciones se emplearon para los estudios de estimulacién in vitro y para la
purificacién de varias proteinas que también se usaron con este propdsito.

Asi, a partir de las fracciones 3, 4 y 8 se intento el aislamiento de 3 proteinas de 19 kDa, por refraccionamiento
en ¢l equipo de Rotofor, empleando un rango de pH més estrecho, este procedimiento permitiria, primero
determinar si las proteinas eran diferentes de acuerdo a su punto isoeléctrico y dos, si las proteinas de 19 kDa
presentes en las fracciones 3 y 4 eran la misma; pues existia la posibilidad de que esta hubiera difundido
lateralmente durante la separacion electroforética. El andlisis electroforético en SDS-PAGE tefiidos con plata
mostré una sola banda proteica en las fracciones correspondientes (Fig. 15), sugiriendo con ello la pureza y
aislamiento de las proteinas mencionadas. Las cuales se designaron arbitrariamente como Mb S-19/4 (indicande
que es una proteina de secrecién de M bovis con peso molecular de 19 kDa y con pl de 4.0), Mb 5-19/4.5 y Mb
$19/6.0. El analisis de la secuencia amino terminal practicado a las proteinas, mostro que la Mb 5-19/6.0 tiene
una homologia del 100 % con la de una proteina hipotética de M tuberculosis conocida como Rv-1174c, cuya

secuencia se conocié a partir de un banco gendmico de M. tuberculosis cepa H37Rv (www.sanger.ac/uk);

mientras que la proteina Mb $-19/4.5 presenta una homologia del 100 % con la MPB70. El analisis amino
terminal de la proteina Mb S-19/4 indicé una homologfa del 100 % con la de la proteina Mb § 19/4.5, sefialando

con ello que estas proteinas son idénticas.
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Fig. 15. Anilisis electroforético de una separacién por refraccionamiento de las fracciones obtenidas por
isoelectroenfoque. Las flechas indican la posicién de tres proteinas purificadas, identificadas como 1,2y 3 (1=
Mb-S-19/4.0, 2-- Mb-5-19/ 4.5 y 3= Mb-5-19/6.0).

VL. PURIFICACION DE PROTEINAS POR ELECTROFORESIS DE ELUCION
CONTINUA.

Ademas de estas proteinas purificadas por isoelectroenfoque, se efectué la separacion de diferentes bandas
proteicas presentes en la fraccién 4, obtenida por isoelectroenfoque en el rango de pH de 3.0 a 10.0 (Fig. 14),
mediante una electroforesis de elucién continua. El monitoreo a 280 nm de las fracciones eluidas por este método
registro 7 picos durante el proceso; los cuales fueron analizados electroforéticamente para determinar el nimero
de proteinas presentes. En seis de los picos analizados se observé la presencia de una sola banda proteica;
mientras que en el pico niimero tres se observo un doblete de bandas proteicas, cercanas a los 23 kDa (Fig. 16).
Los picos uno y dos muestran la presencia de proteinas de 22 kDa, pero en este Gltimo la proteina presente se
observa muy enriquecida. Las proteinas contenidas en las fracciones o picos restantes (picos 4 - 7) presentan un
peso molecular aparente de 28 kDa y se desconoce si son diferentes. Las proteinas obtenidas por elucidn, también
se evaluaron en estudios de estimulacién in vitro; asi como en su capacidad para inducir hipersensibilidad tardia

en animales PPD positivos y PPD negativos.
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Fig. 16. Analisis electroforético en SDS-PAGE de siete picos, obtenidos mediante una electroforesis
preparativa de elucion continua de las proteinas presentes en la fraccion 4 separada por isoelectroenfogue en
el rango de pH 3.0 a 10.0.

VIl. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE DIFERENTES FRACCIONES DEL

CFPE DE M. bovis PARA INDUCIR LA SECRECION DE IFN-y EN CULTIVOS DE
SANGRE COMPLETA DE BOVINOS.

En un primer ensayo, once diferentes fracciones obtenidas por isoelectroenfoque se evaluaron para determinar
su capacidad de inducir la secrecién de IFN-y en cultivos de sangre completa de tres diferentes grupos de
animales; animales fuertemente reactores al PPD bovino, animales moderadamente reactores y animales

negativos, Cuadro 3.

Cuadro 3. - Seleccién de los animales de experimentacion, de acuerdo a los resultados obtenidos al aplicar ta prueba
intradérmica doble comparativa,

' Animal ~ Lectura Inicio " Tlncremento  Diferencia | Resultado
[ | PPDbovis/PPD avium % ~ a72hrs Jf B + _ J
S S ~ T Tem=aws 0 Negativo |
2 o ) 1010 =13/3 0 Negativo
3 [ _ s ] m=n | D Negativo |
., 09 _ &8 Looaoe=42 2 . Sospechoso ‘
. 2l 877 _ o _13110=5/3 2 Sospechoso
[ o158 1 " ] s =sn T 4 TSospechoso |
, 04 _ 66 _ _ ., Al =356 29 . Positive |
154 T s . Rpo=an2_|  n Positivo
164 | 87 1 qon2=exs | 57 %Posilivp :]
Las lecturas y consideraciones se hicieron de acuerdo a las nermas
establecidas por Sanidad Animal, dependencia de la SAGAR i _ »

En animales fuertemente reactores a la tuberculina bovina, se observo gue no todas las fracciones estudiadas
fueron capaces de inducir la secrecién de IFN-y. De estas solo las fracciones 3, 5 y 8 indujeron la secrecién de
esta citocina en los diferentes animales de este grupo, y solo en uno de ellos hubo una fuerte respuesta hacia
las fracciones 16 y 19 (Grafica 1). La respuesta en este grupo de animales hacia las fracciones, en general no
es comparable con la que se observo en células estimuladas con el PPD bovino o el CFPE de M. bovis en los
tres animales, a excepcion solo de la fraccion 19 en el animal 154. Las fracciones 3, 5 y 8 contienen proteinas
en el rango de los 14 y 70 kDa con P.I comprendido entre 4.5 y 6.0; dentro de los cuales se encuentran las

proteinas de 19 kDa, que fueron purificadas de las fracciones 3 y 8.
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Secrecion de IFN-gamma en cultivos de células de animales con alta reactividad ai PPD - ]

de M bovis, estimulades con 11 fracciones de CFPE de M bovis. BFrac1
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Grafica 1. - Evaluacién de IFN-y en cultivos de células de sangre completa obtenida de animales fuertemente
reactores a la prueba de la tuberculina. Los cultivos fueron estimulados con once diferentes fracciones

obtenidas por isoelectroenfoque del CFPE de M. bovis de la sexta semana (2 pg/ml); asi como con PPD de M.
bovis, PPD de M. avium y ¢l CFPE de M. bovis crudo. Los valores graficados corresponden a la diferencia en
la absorbancia (O.D.;s0) obtenida en los sobrenadantes de cultivo de células estimuladas menos la
absorbancia de los sobrenadantes de cuitivo de células sin estimular.

En animales con respuesta moderada al PPD bovino, la estimulacién antigénica con las diferentes fracciones
indujo una muy baja secrecién de IFN-y; sin que exista alguna diferencia entre ellos (Grafica 2). La respuesta
en estos animales hacia el PPD bovino y al CFPE, aunque fue mis alta de lo que se observé con las
fracciones, no fue comparable con la que exhibieron los animales fuertemente reactores a la prueba de la
tuberculina. En el animal 21 de este grupo se observd una respuesta ligeramente mayor de secrecién de IFN-y
en células estimuladas con PPD aviar mas que con PPD bovino, sin embargo en la prueba intradérmica doble

comparativa, la respuesta aunque baja se muestra preferentemente hacia el PPD bovino.

Secrecién de IFN-gamma en cultive de células de animales con baja reactividad al

PPD de M bovis, estimuladas con 11 fracciones del CFPE de M bovis ‘MErac i1
\ ‘HlFrac 2 I
§ ] ‘dFrac 3
a 25 4 CIFrac 4
oo i HMFrac b
E 2 1EIFra¢:7
§ T 45 | MFrac 8
£ OFrac 9
aEu 1 MFrac 156
g MFrac 18
g 05 1' I':!Frec 19 !
2 i d
- 0 t——— —— . WMPPD bovis
9 21 158 EPPD avium

N° de animal JMCFPE M bovis

Grafica 2. Evaluacion del IFN-y en cultivo de células de sangre completa obtenida de animales con baja
reactividad a la prueba intradérmica de la tuberculina bovina. Los cultivos fueron estimulados con once
diferentes fracciones del CFPE de A4 bovis de la sexta semana, separados por isoelectroenfoque; asi como
con PPD de M. bovis, PPD de M. avium y el CFPE de M. bovis crudo. Los valores corresponden a la
diferencia en la absorbancia (0.D.is) de cultivos de células estimuladas menos la absorbancia de los
sobrenadantes de células sin estimular.
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Secrecion de IFN-gamma en animales negativos al PPD bovino

con 11 fracciones de CFPE de M bovis. ‘OFrac 1
MFrac 2
3 _ - _ - , |OFrac 3 !
T OFrac 4
5 2.5 ‘lFrac ]
é 2 . OFrac?
H ! ‘lFrac 8
5 1.5 OFrac 9
£ 1 MFrac 15
E MFrac 186
i 0.5 1 ‘EIFrac 19
0 - : . MPPD bovis
1 2 3 HPPD avium
N° de animal {ICFPE M‘bovisj

Grafica 3. Evaluacion de IFN-y en cultivos de células de sangre completa obtenida de animales negativos a la
prueba intradérmica de la tuberculina bovina. Los cultivos se estimularon con once fracciones separadas por
isoelectroenfogque del CFPE de la sexta semana; y con PPD de M. bovis, PPD de M. avium y el CFPE de M.
bovis crudos. Los valores graficados son la diferencia en la absorbancia de cultivos de células estimuladas
menos la absorbancia (O.D.45) de cultivos de células sin estimular,

En cultivo de células de animales negativos a la prueba de la tuberculina bovina, no hubo secrecion de IFN-y
con ninguna de las fracciones ensayadas, ni con ambos PPD’s o el CFPE (Grafica. 3). De manera general se
observa que las células de animales fuertemente reactoras a la tuberculina bovina presentan una mayor
capacidad para inducir la secrecion de IFN-y ante el estimulo antigénico micobacteriano in vitro; siendo esta
respuesta mayor cuando las células se estimularon con mezclas antigénicas complejas como el PPD o el
CFPE. La capacidad de respuesta parece estar relacionada con el grado de reactividad que exhiben los
animales a la prueba intradérmica; sin embargo, es importante relacionar esta capacidad cuando se ha
comprobado el grado de lesidn o estatus inmune que guarda el animal hacia la enfermedad, ademas de su
reactividad a la tuberculina, con este propdsito se efectuaron los cultivos de células de sangre completa de
cuatro animales de los cuales se habia determinado su reaccion a la tuberculina, niveles de anticuerpos y
relacién de produccién de IFN-y empleando PPD bovino y PPD aviar (Cuadro 4). Los cultivos se estimularon
con las 20 diferentes fracciones separadas por isoelectroenfoque (Fig. 14), observandose también diferente
grado de respuesta en relacién con su reactividad a la prueba de la tuberculina. Células de animal fuertemente
reactor presentaron mayor capacidad para inducir la secrecién de [FN-y, cuando fueron estimulados con PPD
de M. bovis in vitro, asi como con varias de las fracciones que contienen proteinas acidicas (Grafica 4, animal

848).
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Cuadro 4.- Antecedentes de animales.

N°animal PPDbovis/aviar Histopatolégico Aislamiento PCR ELISA

1685 - Sin lesiones - + -
144 + 11 - + -

66 - Iyl - - +
848 + Iyl + - -

—
-—

Fig. 17.- Demostracién de los productos de amplificacion de 372 pb del gen de la proteina MPB70 de A
bovis, obtenidos con los iniciadores TB1-A y TB1-B; carril 1, M bovis ANS5; carril 2, M tubercuiosis H36Rv,
carril 3 DNA obtenido de muestras de tejido del animal N° 1685; carril 5, DNA obtenido de muestras de
tejido del animal 144; carril 6, DNA de M. avium D4; carriles 4 y 8, marcadores de peso molecular, carril 7,

control de agua.

VII. SECRECION DE IFN-y EN CULTIVOS DE CELULAS DE ANIMALES,
ESTIMULADOS CON 20 FRACCIONES SEPARADAS POR
ISOELECTROENFOQUE.

La inspeccion de los animales al momento del sacrificio, permitio determinar la presencia de lesiones
tuberculosas y evaluar el daiio histolégico, al igual que comprobar la infeccion micobacteriana por cultivo y
prueba de PCR (Fig. 17), con esta informacién junto con la evaluacion de niveles de anticuerpos se considero
ane los animales presentaban diferentes estados inmunes hacia la enfermedad {Cuadre 1), lo cual se reflejo
en su capacidad de respuesta a los diferentes antigenos micobacterianos ensayados. Se determino que el
animal 1685 que fue negativo a la prueba intradérmica, negativo al aislamiento y que no presento lesiones
tuberculosas, pero que fue positivo a la prueba de PCR estaba cursando por una fase inicial de la enfermedad
en el cual todavia no se desarrollaba una respuesta celular significativa hacia los antigenos micobacterianos,
como se refleja por la falta de reconocimiento hacia las fracciones separadas por isoelectroenfoque y al propio
PPD. En relacién al animal 144, que fue positivo a la tuberculina, negativo a la prueba de ELISA, con

lesiones granulomatosas grado 11 y PCR positivo, se estimo como un animal que presentaba una infeccién
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avanzada sin resolver. Las células mostraron una baja capacidad de respuesta a los antigenos micobacterianos
in vitro. La respuesta, sin embargo, también parece estas dirigida a las fracciones que contienen proteinas
acidicas. El animal 66 se considera un animal anérgico, no responsivo a la tuberculina, que presento
abundantes lesiones tuberculosas generalizadas; del cual sin embargo, no fue posible aislar la bacteria, ni
determinar su presencia por PCR y a diferencia de los otros animales presento niveles elevados de
anticuerpos. La respuesta de secrecién de IFN-y que se observo en este animal fue completamente diferente a
la que se habia encontrado con otros animales; al parecer la estimulacion antigénica in vitro, empleando
cualquiera de los antigenos micobacterianos ensayados indujo una baja secrecién de Ia citocina, comparable
entre las diferentes fracciones y el PPD en los cultivos de células del animal anérgico. Como se comento
antes, €l animal 848 que fue un fuerte reactor a la tuberculina y cuyas células produjeron niveles altos de IFN-
¥ con varias fracciones, se considero un animal enfermo con lesiones moderadas de tuberculosis y un estado
inmune comprometido en resolver la infeccion. Los resultados observados en este experimento, aungue no
suficiente, sugiere una relacién directa entre la secrecién de [FN-y y reduccion en la severidad de las lesiones

tuberculosas en los animales.

Secrecién de IFN-gamma en animales con diferente respuesta al PPD bovino
estimulados con 20 fracciones del CFPE de M bovis.
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Gréfica 4. Evaluacién de IFN-y en cultivos de células de sangre completa, obtenida de animales con diferentes
grado de hipersensibilidad tardia al PPD de M. bovis. Los cultivos se estimularon con veinte diferentes
fracciones obtenidas por isoelectroenfoque del CFPE de M. bovis de la sexta semana. Los animales
presentaban diferentes statug inmune hacia la enfermedad determinande por su reactividad al PPD, lesioncs

macro y microscopicas, aislamiento bacteriolégico y PCR.

IX. EVALUACION DE IFN-y EN CULTIVOS DE CELULAS DE ANIMALES CON
DIFERENTE GRADO DE TUBERCULOSIS BOVINA.

Con la finalidad de confirmar estas observaciones y determinar si existen variaciones del status inmune de los

animales durante el proceso infeccioso, se trabajo con 40 animales naturalmente infectados, a los cuales
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primeramente se les practic la prueba de la tuberculina y evalud la produccién de IFN-y con PPD de M. bovis
y PPD de M. avium; posteriormente cultivos de sangre completa de los animales se estimularon con las 20
fracciones separadas por isoelectroenfoque para evaluar la secrecién de IFN-y y finalmente se determino el
grado de lesiones que presentaban los animales, e intento el aislamiento de la micobacteria, con esta
informacién los animales se distribuyeron en cinco grupos; grupo A, animales PPD negativos, aislamiento
negativo y sin lesiones en rastro; grupo B, animales positivos sin lesiones y aislamiento negativo; grupo C
animales PPD positivos con pocas lesiones y aislamiento positivo; grupo D, animales PPD positivos con
lesiones moderadas y aislamiento positivo; grupo E, animales PPD negativos (anérgicos), con abundantes
lesiones y aislamiento positivo.

Debido a que existen grandes variaciones en la respuesta inmune, entre especie y alin para un mismo animal
conforme progresa la enfermedad, se decidid evaluar la respuesta a PPD bovino, PPD aviar, Con A, asi como

a las 20 fracciones obtenidos de CFPE, en animales infectados naturalmente con M. bovis.

Evaluaciéon de IFN-gamma en cultivo de células de

'E' animales con diferentes grados de tuberculosis.
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Grafica 5. Produccién de IFN-y en cultivos de células de sangre completa obtenidas de animales con
diferentes grados de tuberculosis. Los cultivos fueron estimulados con PPD de M. bovis, PPD de M. avium y
Con — A; los valores graficados corresponden al valor promedio de la O.D.450 nm determinada a partir de las
lecturas individuales de cada uno de los animales en los diferentes grupos. Grupo A, animales sanos; Grupo
B, animales PPD +, sin lesiones; Grupo C, animales PPD + con pocas lesiones; Grupo D, animales PPD + con
lesiones moderadas y Grupo E animales PPD -, con lesiones abundantes (anérgicos).

Los resultados de produccion de IFN-y en los cultivos de sangre de los diferentes grupos de animales
estimulados con PPD de M. bovis muestran que los grupos de animales reactores a la tuberculina producen
cantidades significativas de IFN-y a diferencia del grupo de animales PPD negativos y del grupo de animales
anérgicos, la produccion de esta citocina sin embargo es bastante mas alta en el grupo D (OD - 0.994 + .36),
comparada con la de los grupos B y C de reactores positivos (O.D.— 0.460 + .14 y 0.447 + .15
respectivamente), grifica 5. La respuesta de produccion muestra ser mas especifica hacia los antigenos de M.
bovis que a los antigenos de M. avium, como lo indica los bajos niveles de IFN-y determinados en los

cultivos de células estimuladas con PPD de M. avium.
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Para correlacionar la produccién de IFN-y con la capacidad de las células a responder al PPD de M. bovis, se
determinaron los indices de estimulacién en los diferentes grupos; encontrandose un decremento progresivo
de los valores (15.77, 14.83, 8.27, 7.20 y 1.51) para los grupos A, B, C, D y E; indicando con ello que, la
capacidad de respuesta parece disminuir conforme progresa la enfermedad. La respuesta que se observa a la
estimulacion con el mitégeno en los diferentes grupos muestra también una tendencia a disminuir conforme
progresa la enfermedad, al igual a lo que se observa con el PPD de M. bovis. En animales anérgicos los
valores de secrecion de IFN-y determinados en células estimuladas con los diferentes antigenos
micobacterianos y el valor obtenido en células estimuladas con Con - A, no muestra diferencias significativas
con el que se registro para células sin estimular; lo cual indica la incapacidad de respuesta que exhiben las
células de los animales anérgicos ante el estimulo antigénico y hacia el mitégeno. Es interesante notar que
este grupo de animales presenta el valor mas alto de [FN-y en cultivos sin estimular de los diferentes grupos,
lo que hace suponer que hay una produccién espontanea de la citocina en células que provienen de animales
anérgicos.

PRODUCCION DE IFN-y EN CULTIVO DE CELULAS DE ANIMALES CON DIFERENTES
GRADOS DE TUBERCULOSIS ESTIMULADOS CON 20 FRACCIONES OBTENIDAS DEL CFPE
DE M. bovis.

144
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Grafica 6. - Produccién de IFN-y en cultivos de células de sangre completa estimulados con veinte diferentes
fracciones obtenidas por isoelectroenfoque. Los valores graficados corresponden al valor promedio de la
D.0.450 de las lecturas de cada uno de los animales en los diferentes grupos. El grupo A (n=12), animales
sanos; el grupe B (n=8), animales PPD +, sin lesiones y aislamiento negativo; grupo C (n=8), animales PPD
+, con pocas lesiones y aislamiento positivo; grupo D (n—8), animales PPD +, con moderadas lesiones y
aistamiento positivo y; grupo E (n=4), animales PPD - (anérgicos), con abundantes lesiones y con
aislamiento positivo.



® 00000000 000000 0000 O 0 0 00

30

La capacidad de respuesta en cultivo de células provenientes de los diferentes grupos de animales, hacia las
20 fracciones separadas por isoelectroenfoque en el rango de pH 3.0-10.0, fue evaluada e indica que las
células de animales PPD negativos pertenecientes al grupo A no fueron estimulados significativamente con
alguna de las fracciones, lo que se refleja en la pricticamente nula produccién de IFN-y (Gréfica 6). En el
grupo B 1a respuesta fue pobre, pero mas uniforme hacia las fracciones 1-10. En el grupo C la secrecién de
IFN-y fue moderada y dirigida también hacia proteinas acidicas (fracciones 2-10), observindose un
comportamiento similar al del grupo B. Mientras que en el grupo D, 1a respuesta hacia las fracciones 2-10 fue
bastante m4s alta a la que se observé en los grupos B y C; las fracciones | y 14 también estimularon la
secrecion de IFN-y en este grupo de animales pero su produccion fue menor que con las fracciones antes
mencionadas. En el grupo de animales anérgicos (grupo E) se observo una respuesta uniforme hacia
practicamente todas las fracciones evaluadas; la respuesta sin embargo es bastante mds pobre en relacién al
grupo D, Estas observaciones indican nuevamente diferencias en la capacidad de respuesta en los diferentes

grupos animales, tanto al PPD bovino como a las diferentes fracciones separadas del CFPE.

Secreciéon de JFN-gamma en cultivos de células
de bovinos PPD + y PPD -, estimulados con dos
proteinas de 19 kDa de M bovis.
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Grifica 7. Valores promedio de produccién de IFN-y en cultivos de células de sangre completa de bovinos
PPD + y PPD — (5 animales por grupo) estimulados con dos diferentes proteinas de 19 kDa de M. bovis.

X. SECRECION DE IF N-y EN CULTIVOS DE CELULAS DE BOVINOS PPD
POSITIVOS Y PPD NEGATIVOS CON LAS PROTEINAS MPB70 Y Rv-1174¢ DE
M. bovis.

Debido a que la respuesta de produccién de IFN-y preferencialmente se ve estimulada con fracciones que
contienen proteinas 4cidicas, se evaluaron en su capacidad de induccién de esta citocina, dos proteinas
previamente purificadas que mostraron estar en buena concentracion en las fracciones. Las proteinas ambas
de 19 kDa con P.I de 4.5 y 6.0 se evaluaron en cultivos de células de 5 animales PPD positivos y 5 animales
PPD negativos. La proteina Mb-$-19/4.0 no se empled en este estudio, pues se encontrd que era idéntica a la

Mb -5-19/4.5.
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Se encontro que ambas proteinas favorecen la secrecion de IFN-y en el grupo de animales reactores positivos,
sin embargo existié una mayor produccién de la citocina en los cultivos estimulados con la Mb-S-19/6.0. En

animales PPD negativos, no se observd ningin cambio significativo (Gréfica 7).

XI. RELACION DE LINFOCITOS T CD4/CD8 EN CULTIVOS DE CELULAS DE
BOVINO PPD POSITIVOS Y PPD NEGATIVOS ESTIMULADOS CON LAS
PROTEINAS MPB70 Y Rv-1174c DE M. bovis.

Con la finalidad de determinar si la proporcion Bo CD4/Bo CD8, se encontraba alterada en los animales PPD
positivos en relacién con la de animales PPD negativos, y si esta no se veia afectada por la estimulacién in
vitro con las proteinas purificadas se cuantificé el nimere de Bo CD4 y Bo CD8 mediante una técnica de
inmunotincién. Se encontré que la proporcién Bo CD 4/Bo CD § en animales PPD positivos no muestra
ninguna diferencia con respecto al grupo de animales PPD negativos, grafica 8. La estimulacién con las
proteinas causo sin embargo, alteraciones en la proporcion de estas células en animales PPD negativos,

mientras que la relacién en animales reactores al PPD no se vio afectada.

Variacién en la relacién de linfocitos T CD4/CD8
en cultivos de células de bovinos PPD+ y PPD-,
estimulados con dos proteinas de 19 kDa de M

bovis.
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Grafica 8.- Valores promedio de la relacidén linfocitos T CD4/ CD8, en cultivos de células de sangre
completa de animales PPD + y bovinos PPD — (5 animales por grupo); obtenidos después de la estimulacion
con dos proteinas de 19 kDa de M. bovis. El nimero de células se determiné mediante una técnica de
inmunotincién empleando anticuerpos monoclonales ante CD4 bovino anti CD8 bovine.
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Respuesta intradérmica a la tuberculina
bovina y aviar en animales seleccionados.
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Gréfica 9. Respuesta intradérmica a la prueba de la tuberculina doble comparativa en animales seleccionados
y considerados PPD + (108, 112, 132, 133 y 140) y PPD - (149, 121, 3, 12 y 13) de acuerdo a las normas
establecidas por la campafia nacional de tuberculosis bovina (CANATB).
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XIL. EVALUACION DE SIETE PROTEINAS PURIFICADAS EN ANIMALES PPD
POSITIVOS Y PPD NEGATIVOS.

Debido a que la fraccién 4 obtenida por isoelectroenfoque (Fig. 14), fue una de las fracciones que indujo una
mayor secrecién de IFN-y en animales reactores positivos (Gréfica 6, grupo D), se procedié a purificar varias
de las proteinas presentes en esta fraccién por electroforesis de elucion continua. Una de las proteinas aisladas
por este método corresponde con la Mb-S-19/4.5 evaluada en el ensayo anterior donde mostrd ser capaz de
inducir la secrecién de IFN-y en bajas cantidades in vitro. Con la finalidad de determinar si esta proteina y las
otras proteinas separadas de la fraccién 4 tenian la capacidad de inducir una respuesta de hipersensibilidad
tardia, se inocularon intradérmicamente animales reactores a la tuberculina y animales negativos (cinco
animales por grupo). Se observé una respuesta heterogénea de H.T hacia las proteinas principalmente en
animales reactores: mientras que dos de los cinco animales respondieron a la mayoria de los antigenos
evaluados, tres no mostraron reactividad hacia alguno de estos. La respuesta que se observd en uno de los
animales positivos (animal 112), estuvo dirigida hacia los siete antigenos y fue superior a la que se desarrollo
atin con el propio PPD bovino, grafica 9 y 10. El otro animal positivo reconocio cuatro de los siete antigenos
y aunque en este caso la reaccién hacia ellos fue alta, no super6 la que se observé con los diferentes PPD’s
evaluados; ambos animales respondieron bien a la proteina Mb-S-19/4.5 representada por el antigeno 2. Dos
de los cinco animales negativos a la prueba de la tuberculina reaccionaron solamente con una o dos proteinas;
asf, ¢l animal 149 reacciond con el antigeno 1 y el animal 121 reaccioné con los antigenos 1y 2; la induracion
que se desarrollo en estos animales empleando los antigenos mencionados fue superior a la que se observé

con los diferentes PPD’s.
 —

Evaluacion in vivo de 7 proteinas purificadas en HAg ‘

animales PPD positivos y PPD negativos. !

OAg2 |

Incremento mm a las
72 hrs

Griafica 10.- Respuesta intradérmica, determinada midiendo ¢l diametro de induracién (mm) desarrollado por
la inoculacion de siete proteinas purificadas de M. bovis, en animales PPD positivos. Cada valor graficado es
el promedio de tres mediciones y las desviaciones entre ellas no fueron mayores de 0.5 mm.
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Cuantificacién de IFN-gamma en linfocitos de animales PPD +y
PPD -, estimulados con 7 proteinas purificadas deM bovis.
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2 OAn2
% 15 MWAg3 ‘
é 1 | OAg 4 i
E 05 E mAgS ‘
z 0 1 s : L ' OAgé 1
B 140 112 3 12 [ MAg7

N° de animal

Gréfica 11.- Secrecién de [FN-y en cultivos de células de sangre completa de dos animales reactores al PPD
(112 y 140) y dos animales negativos al PPD (3 y 12), después de la estimulacién con 7 proteinas de M. bovis,

PPD bovino y PPD aviar. Se empleo 10 ul de cada proteina purificada (2 ug en el volumen total) y 10 pg de
PPD bovis o PPD aviar. Cada valor graficado representa la densidad dptica a 450 nm del promedio de 3
observaciones de los cultivos de cada animal.

Posteriormente, con el propdsito de correlacionar la respuesta H.T que se habia observado en los diferentes
grupos, hacia las proteinas con la produccién de IFN-y inducida por la estimulacién antigénica in vitro, se
seleccionaron dos animales PPD positivos (animales 112 y 140) y dos animales PPD negativos (animales 3 y
12). La seleccion se hizo bajo el criterio de evaluar animales PPD positivos, que difirieran en la respuesta
intradérmica, uno con un reconocimiento total hacia las 7 proteinas (animal 112) y el otro sin que hubiera
mostrado reconocimiento alguno hacia ellas (animal40). En el caso de animales PPD negativos, el criterio
que se utiliz6, fue que no hubiera habido reconocimiento hacia alguno de los antigenos por
intradermorreacién. La estimulacién in vitro de células de animales PPD positivos con los diferentes
antigenos no muestra diferencias claras entre animales evaluados; mientras que en los cultivos del animal 140
se favoreci6 una produccién baja de la citocina con los diferentes antigenos, en el animal 112 no hubo niveles
apreciables de ella, pese a que este animal exhibi6 una fuerte respuesta de H.T con los diferentes antigenos y
el 140 no desarrollo respuesta intradérmica alguna. En células de animales PPD negativos no hubo
produccién de IFN-y después de la estimulacion antigénica con alguno de los antigenos, ni con los diferentes

PPD’s.
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DISCUSION

Existe interés en el drea de la tuberculosis bovina por lograr identificar los antigenos con uso potencial para
aplicarse tanto en el desarrollo de mejores inmundgenos como en la elaboracién de reactivos especificos para
el diagndstico de la enfermedad. Lo cual implica tanto el aislamiento y caracterizacion de dichos antigenos,
como el conocimiento de los efectos que tienen estas moléculas sobre las células del hospedero,
principalmente aquellas involucradas en la respuesta inmune. Se dice que la tuberculosis bovina al igual que
la del humano progresa de manera muy similar y que la proteccién o control de la infeccién puede atribuirse
casi exclusivamente a una respuesta inmune celular. La informacién que se tiene al respecto y que se ha
generado gracias a los trabajos de investigacion sobre M. tuberculosis y la cepa vacunal de M. bovis BCG
pone de manifiesto la importancia de las proteinas de secrecion en el desarrollo de una inmunidad protectiva
fundamentalmente dirigida por células T CD4, productoras de IFN-y e IL-2; aunado a este hecho, existe
evidencia de que las protefnas de secrecién son fuertemente reconocidas por las células de memoria de
personas o animales infectados. En tuberculosis bovina poca investigacién se ha realizado para identificar
aquellos antigenos de secrecion que puedan favorecer una respuesta inmune celular; asi, el propésito que
tuvo este trabajo fue aislar y caracterizar algunas de estos antigenos, para posteriormente evaluar su capacidad
de inducir la secrecién de IFN- y en cultivo de células de animales infectados.

Para lograr estos objetivos fue primero necesario, establecer el tiempo éptimo de cultivo de la bacteria al cual
se observa una mayor expresion de proteinas de secrecion. La evaluacién se realizé mediante analisis
electroforéticos de los extractos proteicos del filtrado de cultivo (CFPE), obtenidos de las diferentes semanas
de cultivo de M. bovis. Los andlisis efectuados muestran diferencias en nimero y presencia de proteinas en
los diferentes tiempos de cultivo. Estas diferencias, sin embargo no son reflejo de variables como
temperatura, agitacién o elementos nutricionales; factores que tienen gran influencia en la composicién
proteica de los CFPE de M. bovis (235), lo cual se ha demostrado para varios antigenos de secrecion de M.
tuberculosis, incluyendo entre ellos el complejo antigénico 85 involucrado en la virulencia de 1a bacteria (236,
237). De los resultados observados, se considerd que el tiempo adecuado para la obtencién del mayor nimero
posible de proteinas de secrecién fue la sexta semana de cultivo. Los analisis electroforéticos
correspondientes a este tiempo, tanto en condiciones naturales como reductoras muestran de 12-16 bandas
principales comprendidas en el rango de los 100 y 12 kDa, con un gran nimero de bandas menores en geles
tefiidos con Coomasie; asi, los CFPE utilizados tanto para la separacién por isoelectroenfoque de las
proteinas como en otros ensayos se obtuvieron al termino de este tiempo. Definide el tiempo de cultivo para
la obtencién de los CFPE’s, también fue necesario determinar las condiciones de precipitacién con el fin de
recuperar de los sobrenadantes la mayor cantidad posible de proteinas. La precipitacién con sulfato de
amonio a una concentracién final del 80 %, favorecié este propésito; el andlisis electroforético del CFPE
obtenido bajo estas condiciones mostrd cerca de 35 bandas proteicas principales en geles tefiidos con nitrato
de plata. E1 CFPE, se dice es una mezcla compleja constituida por un gran numero de componentes presentes

en diferentes concentraciones, de las cuales cerca de 150 proteinas se han caracterizado por electroforesis en
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dos dimensiones (2-D} (178), lo cual indica la necesidad de utilizar métodos analiticos mas sensibles que
permitan separar los diferentes componentes de los extractos.

La estrategia que se empleo para la purificacién de los antigenos del CFPE, se fundamenta en la separacion de
las proteinas de acuerdo a las caracteristicas de su punto isoeléctrico mediante el isoelectroenfoque en
solucion. Inicialmente, las proteinas del CFPE se separaron bajo este sistema empleando un gradiente de pH
con rango amplio (3-10), dentro del cual las proteinas con pl similar se localizaron en la fraccién con pH
correspondiente. El andlisis de las diferentes fracciones asi obtenidas, mostré numerosas bandas proteicas
comprendidas entre 14 y 75 kDa, distribuidas principalmente dentro de las fracciones 2-8, la mayoria de ellas,
sin embargo se ubican en €! rango de pH de 5 a 6. Las observaciones ¢ interpretaciones que se hicieron del
analisis concuerdan con lo que han encontrado otros investigadores empleando metodologias como el anélisis
electroforético en 2-D (238), quienes sefialan; que practicamente el 90 % de las proteinas presentes en el
filtrado de cultivo son proteinas acidicas de las cuales, la mayoria presentan un pl comprendido en el rango
de una unidad de pH (4.8-5.8).

El analisis de las fracciones, también mostré algunas bandas proteicas ubicadas a la misma altura en varias de
las fracciones, indicando con ello la separacién de protefnas del mismo tamafio mediante este procedimiento.
Es importante sefialar que varias de las bandas proteicas que se observan en los anélisis electroforeticos
(SDS-PAGE) det filtrado de cultivo de M. bovis contiene proteinas del mismo peso molecular, que exhiben
propiedades fisicoquimicas distintas, como puede ser el pl. Es asi que el isoelectroenfoque brinda, la
oportunidad de separarlas confinandolas al pH mas cercano a su pl, cuando se utilizan gradientes de pH
apropiados. Posteriormente las proteinas de las diferentes fracciones pueden aislarse bajo la misma
metodologfa, empleando rangos de pH més estrechos, o bien por electroforesis preparativa de elucién
continua; ambas alternativas se emplearon en este trabajo para aislar algunas proteinas de las fracciones.

Por isoelectroenfoque empleando un rango de pH de 3-5, se purificaron tres proteinas de 19 kDa a partir de
las fracciones 3, 4 y 8; el analisis electroforético y de secuencia amino terminal permiti6 determinar que dos
de ellas son isoformas de la misma proteina, que muestra ser homologa con la proteina de secrecion MPB70,
de 1a que se sabe existe en muitiples formas debidas principalmente a modificaciones postranscripcionales,
y de la que se ha indicado es altamente especifica para M. bovis (133). Mientras que la otra proteina presenta
una secuencia homologa con una proteina hipotética de M. fuberculosis identificada como Rv-1174c
(www.sanger.ac/uk). Por electroforesis de elucion continua de la fraccién 4 obtenida por isoelectroenfoque
fue posible aislar 7 proteinas, cuatro de las cuales tienen un peso molecular aparente de 28 kDa, dos de 22
kDa y una es un doblete de 23 kDa; no fue posible realizar una mayor caracterizacién de ellas y por lo prento
desconocemos si representan proteinas iguales o diferentes; sin embargo, se utilizaron en los ensayos de
estimulacién in vitro, junto con las protefnas purificadas antes mencionadas y las fracciones separadas por
isoelectroenfoque.

Consideramos que la combinacién de las técnicas de electroforesis preparativa por isoelectroenfoque y de
elucién continua brinda una buena oportunidad para el aislamiento y caracterizacién de los antigenos
proteicos micobacterianos, facilitando su estudio individual en los mecanismos de patogenia, desarrollo de

inmunidad protectiva, seleccién de antigenos de utilidad diagnéstica y evaluacién de nuevas vacunas. Cabe
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mencionar que el isoelectroenfoque en si ha tenido amplias aplicaciones en la purificacion no solo de
antigenos micobacterianos, sino también en la purificacién de proteinas receptoras de membrana, proteinas
transmembranales, enzimas de secrecion, factores quimiotacticos leucocitarios y proteinas de fusién (212).
Tanto en tuberculosis bovina como en la del humano se ha determinado que, la mayorfa de las infecciones
pueden controlarse mediante una inmunidad celular protectiva, sin que la respuesta humoral, normalmente
baja en la mayoria de los casos juegue un papel significativo; en estos casos, la infeccién normalmente puede
diagnosticarse empleando pruebas que evaliian la inmunidad celular. Sin embargo, en animales que presentan
etapas avanzadas de la enfermedad la respuesta celular puede encontrarse disminuida o estar pricticamente
ausente, mientras que, la respuesta humoral se incrementa significativamente (239). Es asi, que en el
diagnostico de la enfermedad es necesario considerar tanto una prueba seroldgica sensible y especifica, como
una prueba que permita evaluar la inmunidad celular apropiadamente, con e! fin de conseguir un mayor grado
de exactitud en el diagnéstico de la enfermedad. Varios tipos de pruebas serolégicas se han desarrollado,
algunas de ellas utilizando antigenos crudos, pero tienen el inconveniente de ser poco sensibles y especificas
(240, 241); lo cual han generado que la investigacién en el campo se centre en la bisqueda y seleccién de
antfgenos inmunolégicamente importantes. Uno de los objetivos particulares del trabajo fue determinar el
reconocimiento antigénico que exhiben los sueros de animales PPD positivos al CFPE de M. bovis, y
compararlo con el que muestra los sueros de animales PPD negativos. En términos generales, el analisis de
inmunotransferencia muestra claras diferencias en el perfil de reconocimiento antigénico hacia las proteinas
del CFPE que exhiben ambos grupos de animales.

Estas observaciones sefialan las bajas posibilidades que existen para identificar un animal tuberculoso
empleando uno o un nimero reducido de antigenos purificados, en cualquier tipo de prueba serologica, dado
que la sensibitidad se reduce considerablemente; situacidén que fue demostrada por Fifis y col (121 ) quienes
evaluaron la reactividad seroldgica a varios antigenos purificados, incluyendo las proteinas MPB70 y MPB64
conocidas como altamente especificas para M. bovis, en sueros de animales infectados, las sensibilidades que
se determinaron para estos antigenos fue del 60 y 50 %. Fifis y col (242), consideran ademais, que las
sensibilidades de las pruebas serolégicas se pueden incrementar seleccionando epitopos especificos de los
antigenos purificados y eliminando aquellos epitopos de reaccién cruzada. Sin embargo, hay que tener en
cuenta que la respuesta hacia los determinantes antigénicos esta bajo control genético y por lo tanto varia
ampliamente entre las poblaciones. El desarrollo de una prueba seroldgica con estas caracteristicas por el
momento seria poco probable y demasiado costosa para aplicarse a nivel de campo; mientras tanto hay que
seguir optando por desarrollar una prueba seroldgica que incluya varios antigenos purificados especificos, que
junto con una prueba adecuada para evaluar la inmunidad celular permita identificar los bovinos tuberculosos.
La prucba intradérmica de la tuberculina, es la mas ampliamente utilizada por el momento para este propésito,
pero tiene la limitante de carecer de sensibilidad y especificidad. Considerando los inconvenientes de la
prueba intradérmica, Rothel y col (229) desarrollaron una prueba de ensayo celular in vitro, que se basaen la
evaluacién de IFN-y, producido en cultivos de sangre completa de animales infectados, estimulados con PPD

bovino; la prueba se ha aplicado en varios ensayos a nivel de campo y muestra ser mas sensible y especifica
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que la prueba de la tuberculina (156, 230). Sin embarge, se considera que la especificidad se puede
incrementar si se utilizan antigenos purificados en lugar del PPD. La prueba sirvié de herramienta para
evaluar la capacidad de los diferentes antigenos que se aislaron del CFPE de M. bovis para inducir la
produccién de IFN-y.

Se realizaron varios ensayos para evaluar la capacidad de respuesta de las células de animales PPD positivos y
PPD negativos a las diferentes fracciones del CFPE. En un primer ensayo se observo que la capacidad para
producir INF-y, en animales seleccionados basicamente por el grado de reactividad a la tuberculina, varia
entre los diferentes grupos evaluados. De manera general, se observe una mayor produccién de [FN-y en los
cultivos de animales fuertemente reactores cuando estas fueron estimuladas con fracciones acidicas del CFPE;
la produccidn sin embargo, fue mds alta en presencia de mezclas antigénicas més complejas como el PPD o el
CFPE. En los cultivos de animales moderadamente reactores a la tuberculina se observé una menor
produccion con las fracciones mencionadas, la produccion en presencia del PPD o del CFPE también fue alta
para este grupo. A diferencia de animales reactores, las células de animales PPD negativos no respondieron a
ninguno de los antigenos evaluados. La produccién de la citocina en cultivos de animales reactores se
favorecid principalmente con fracciones que contenian proteinas con PI dcido més que con cualquier otro tipo
de fracciones. De acuerdo con estas observaciones se puede considerar que la produccién de IFN-y in vitro,
parece estar relacionada con el grado de reactividad que exhiben los animales a la prueba intradérmica. Para
nosotros era importante, relacionar esta capacidad con el grado de lesién o estatus inmune que guarda el
animal hacia la enfermedad, ademas de conocer su reactividad a la tuberculina, lo cual fue posible determinar
en ensayos posteriores con el seguimiento e inspeccion de los animales a rastro, a fin de evaluar el grado y
tipo de lesiones tuberculosas que presentaban, al igual que comprobar la infeccién micobacteriana por cultivo;
en uno de los ensayos fue posible tener ademds de esta informacidn, resultados de PCR para determinar la
presencia de la bacteria, asi como resultados de la evaluacion de anticuerpos mediante un ensayo de ELISA,
lo que permiti6 identificar aquellos animales anérgicos de los grupos en estudio.

La informacién obtenida, permitid relacionar el estado de la enfermedad con los niveles de produccion de
[FN-y ante un estimulo antigénico micobacteriano in vitro. Los resultados indican que la produccién es
significativa en cultivos estimulados con PPD de M. bovis para los diferentes grupos de animales reactores, tal
como se habia observado previamente; de igual modo, la produccion fiue mas alta en animales fuertemente
reactores mé4s que en aquellos que desarrollan una reaccién intradérmica moderada. Considerando la
presencia y grado de lesiones tuberculosas que presentaban los diferentes grupos de animales, los resultados
tambidn indican un aparcite incieniento en la secrecion de ia citocina segun evoluciona la enfermedad. Sin
embargo, al correlacionar la produccién de la citocina con la capacidad de las células para responder al PPD
de M. bovis, determinando los indices de estimulacion se encontrd un decremento progresivo en proporcion a
la evolucién de la enfermedad. Esta tendencia se observé no solo con los antigenos micobacterianos, sino
también cuando las células de los diferentes grupos se estimularon con el mitdgeno Con-A. Los indices més
bajos de estimulacién micobacteriana o mitogénica se observaron en los cultivos de animales anérgicos,

indicando la capacidad reducida de los linfocitos T de estos animates para responder eficientemente no solo
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hacia el PPD de M. bovis, sino también al mitdgeno. Llama la atencion el hecho de que los cultivos sin
estimular de este grupo de animales presentan el nivel mas alto de IFN-y y de que el nivel no se afecte en
presencia del antigeno o del mitogeno; indicando con ello una produccién espontinea de la citocina,
consecuencia de un desbalance en su regulacion, en el cual las células TH 1 alcanzan un estado anérgico, gue
se manifiesta por una bajo pero continua produccién de IFN-y (243, 244). La produccién inespecifica de este
importante mediador de la inmunidad protectiva hacia la bacteria es un factor que puede contribuir con el
estado de anérgia y desarrollo de las formas activas de la enfermedad.

El estado de anérgia se acompafia de una reduccién de la hipersensibilidad tardia y de una baja respuesta
linfoproliferativa a los antigenos micobacterianos que correlacionan bien con la tuberculosis diseminada o
pulmonar (245). Se ha propuesto varios mecanismos para explicar el fenémeno de anérgia considerando tanto
las interrelaciones que se establecen entre las diferentes poblaciones celulares que participan en la inmunidad
y en el proceso inflamatorio a través de sus redes reguladoras y dindmicas de citocinas y quimiocinas
producidas, como la modulacién de estas interrelaciones por los componentes o productos secretados por la
bacteria. Ademés, también existen factores genéticos asociados con las moléculas clase I del MHC ligadas a
la baja inmunoreatividad hacia la bacteria (246). La anérgia se ha tratado de explicar a través del
reclutamiento de monocitos y céhulas T especificas productoras de IL-2 e [FN-y en el sitio de la enfermedad,
en contraste a nivel periférico se ha encontrado que las concentraciones de estas citocinas son bajas, mientras
que hay una sobreexpresién de citocinas tipo T H 2, lo cual puede explicar en cierta medida la reduccién en la
reaccion de hipersensibilidad tardia. A nivel local también se han encontrado cantidades significativas de IL-
10 y de TGF-B, citocinas antagonistas a las funciones del IFN-y, TNF-a e IL-2, que pueden limitar Ja
respuesta de las células T en el sitio de la enfermedad. Entre otros efectos el TGF-B producido por los
monocitos inhibe la sintesis de algunas citocinas por parte de los macréfagos y disminuye la expresion de las
moléculas clase Il del MHC en estas células; inhibe la proliferacién de células T dependiente de IL-2 y la
expresion de sus receptores en ellas (247, 248, 249). Por otro lado, se ha determinado que los monocitos de
pacientes tuberculosos producen constitutivamente TGF-B, al igual que las células gigantes Langhans y las
células epiteliodes de los granulomas sugiriendo que la produccién de este mediador resulta en la inactivacion
de los macréfagos y en el proceso inmunopatolégico: Estos eventos sefialan que el TGF-B es el responsable
de inhibir los mecanismos antimicobacterianos y favorecer la sobrevivencia de la bacteria (250, 251 ).

Se ha tratado de explicar la reduccién del tamafio de la reaccion de hipersensibilidad tardia que se observa en
pacientes anérgicos en el sitio de inoculacién de la tuberculina a través de la presencia de monocitos
comprometidos en Ia produccién de T'GF-B, asegurando la amplificacién de las funciones de la citocina en el
sitio, principalmente limitando la proliferacion de las células T especificas y contrarrestando los efectos delas
citocinas proinflamatorias (252, 253, 254). Los eventos inmunolégicos que se han descrito para explicar el
fenémeno de anérgia sc han estudiado basicamente en tuberculosis humana y poco se sabe de los
mecanismos que pueden estar operando en la tuberculosis bovina; sin embargo, muy probablemente varios

de los mecanismos que actiian son los mismos, dadas las similitudes en el desarrollo de estas enfermedades.
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Al evaluar la capacidad de respuesta de las células de los bovinos en diferentes fases de la enfermedad hacia
las fracciones separadas por isoelectroenfoque, se observé un patrén de secrecién de IFN-y similar al que se
encontré cuando las células de los diferentes grupos se estimularon con et PPD bovino. Células de animales
no infectados respondieron pobremente a algunas fracciones 4cidicas, especificamente a aquellas que
contienen proteinas con Pl entre 3 y 4.5; mientras que en los animales que presentaban fases iniciales o
subclinicas de la enfermedad la produccion fue significativa con un mayor numero de fracciones 4cidicas que
contienen proteinas con PI comprendido en ¢l rango de 3-6. En animales severamente afectados la respuesta
fue mucho mas alta con estas mismas fracciones y hubo ademés, otra fraccidn con capacidad de inducir la
produccién de IFN-y, fraccién 14 que presenta constituyentes con P1 de 7.5. En animales anérgicos, se
encontraron niveles bajos de IFN-y comparables tanto para células sin estimular como con células estimuladas
con las diferentes fracciones; igual como se observé cuando las células de estas se pusieron en contacto con el
PPD de M. bovis o el mitégeno.

Debido a que la respuesta de produccién de la citocina preferentemente s¢ ve estimulada con fracciones que
contienen proteinas acidicas, se evalud la capacidad de induccién de la citocina de dos proteinas purificadas y
caracterizadas a partir de la fraccién tres, cuatro y ocho, fracciones que fueron buenas inductoras. Las
proteinas, ambas de 19 kDa y pl de 4.5 y 6.0 respectivamente, se evaluaron en cultivos de células de animales
PPD positivos y PPD negativos. Ambas proteinas favorecieron la secrecién de IFN-y en el grupo de animales
reactores, pero la produccién fiue mayor con la segunda proteina; en animales PPD negativas no hubo
estimulacién con ninguno de ellos.

Como se comento antes, el analisis de secuencia aminoterminal de las proteinas permitié identificar que la
proteina con PI 4.5, corresponden a la proteina especifica MPB70 de M. bovis, de la que se sabe es uno de los
componentes mas activos del PPD, con elevada capacidad para inducir la hipersensibilidad tardia, estimular
una respuesta linfoproliferativa y la produccion de anticuerpos en animales infectados, lo que la coloca como
uno de los antigenos inmunodominantes de la bacteria. La proteina puede encontrarse en una multitud de
formas consecuencia de cambios postranscripcionales que se reflejan en sus propiedades y en su peso
molecular, hecho que puede explicar la diferencia en el tamafio que han encontrado otros investigadores con
el que observamos (133, 153 ).

El niimero de células Bo CD4/Bo CD8 se cuantifico en cultivos de los animales en estudio para determinar si
la relacién no se afectaba por la estimulacién in vitro con estas proteinas, se observo que la proporcion de
ambos tipos de células no se afecto en el grupo de animales PPD positivos, mientras que en el grupo de
animalcs PPD negativos la relacion awuneuia, lo que significa que hay un incremento en el numero de células
CD 4, tal suceso resulta dificil de explicar, y puede deberse a una disminucién en el nimero de células CD8,
mds que a una proliferacion de células CD 4.

Por otro lado, se evalué la reactividad de las siete proteinas separadas por electroforesis de elucién continua,
para inducir una reaccién de hipersensibilidad tardia en animales reactores a la tuberculina y en animales
negativos; la respuesta que se observé en el grupo de animales reactores fue heterogénea, mientras que

algunos respondieron fuertemente a las diferentes antigenos, otros no desarroilaron algin grado de
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reactividlad. En el grupo de animales PPD negativos dos animales presentaron una reaccitn de
hipersenbilidad tardia hacia una de las proteinas de 22 kDa, y uno de estos dos, ademss presento reaccién
con otra proteina del mismo peso. La respuesta en estos animales hacia las dos proteinas pueden representar
una respuesta de memoria por un contacto previé con la bacteria o bacterias relacionadas.

Al evaluar la capacidad de las proteinas para inducir la secrecién de IFN-y in vitro, se encontraron resultados
contradictorios para uno de los animales reactores, que habia mostrado buena respuesta de hipersensibilidad
tardia a las diferentes proteinas, la estimulacién in vitro de sus células con estos antigenos no favorecio la
secrecion de la citocina; encontraste, la estimulacién con el PPD de M. bovis indujo niveles detectables dela
citocina. En los cultivos del otro animal reactor al PPD, el cual no presento reacciones de hipersensibilidad
tardia con ninguna de las proteinas, se determinaron niveles bajos y comparables de la citocina con cualguiera
de las proteinas evaluadas, indicando para este animal una correlacién entre las reacciones de
hipersensibilidad tardia y la produccién de IFN-y. Los resultados de produccion en presencia del PPD de
M. bovis correlacionaron bien con una buena respuesta de hipersensibilidad tardia hacia esta mezcla
antigénica en los animales reactores, al igual que para los animales PPD negativos hubo correlacion con la
respuesta de hipersensibilidad tardia negativa y produccion no detectable de IFN-y. La practicamente nula
produccién de IFN-y in vitro que se observo en los cultivos de uno de los animales reactores, creemos puede
deberse a la presencia de citocinas inhibitorias o a! bajo nimero de células T especificas productoras de IFN-
Y, presentes en la sangre. En comparacion la inoculacién intradérmica de las proteinas pudo haber favorecido
el reclutamiento y proliferacién de células Thi especificas en el sitio, donde los mediadores antagonistas de
estas células probablemente se encontraban reducidas. Sin embargo, estas hipétesis no fueron mayormente
aclaradas. En general, casi siempre existe una buena correlacién con resultados positivos de hipersensibilidad
tardia a los antigenos micobacterianos y produccion de IFN-y, y raramente se llega a observar una produccion
baja de la citocina, o una respuesta linfoproliferativa disminuida con reacciones positivas de hipersensibilidad
tardia.

Los resultados en general, indican variabilidad en la capacidad de respuesta de los animales, la cual guarda
relacion con la exposicién previa con la bacteria o bacterias relacionadas, nimero de exposiciones, estado de
la enfermedad y muy probablemente a diferencias genéticas entre los animales. La variacion se refleja
mayormente hacia antigenos individuales més que a mezclas un poco mas complejas como las fracciones
separadas por isoelectroenfoque o al propio PPD. Sin embargo, hay que recordar que el PPD contiene
muchos antigenos de reaccién cruzada que contribuyen con la carencia de especificidad y que el aislamiento y
caractcrizacién de los anifgenos permite definir, no soio cuales de ellos son especie-especificos, sino también
cuales sont inmunodominantes.

Una evaluacién de la cinética de respuesta inmune celular y humoral hacia diferentes antigenos purificados
de M. bovis en bovinos infectados experimentalmente mostré que la respuesta hacia antigenos individuales
varia en magnitud e inicio entre animales infectados, debido a las diferencias genéticas entre ellos, lo quese
refleja en la resistencia o susceptibilidad a la enfermedad. El estudio muestra, también, que la respuesta

celular hacia un antigeno en particular cambia durante el curso de la infeccién y que el cambio para algunos
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de ellos es drastico, desde observarse en algin momento una fuerte respuesta hasta poco después ser casi
indetectable, lo que provoca que el perfil de reconocimiento antigénico sea variable aGn para un mismo
animal durante el progreso de la enfermedad (182).

Estas observaciones apoyan nuestros resultados y confirman la necesidad de realizar mayor investigacién
enfocada principalmente en determinar la dindmica de la respuesta inmune hacia los antigenos
micobacterianos en las diferentes etapas de la infeccién, con la finalidad de discernir cuales son los
mecanismos que permiten modificar la cinética de reconocimiento antigénico y que modulan la interaccion de
las células inmunes con el microorganismo que pueden conducir a la eliminacién propia del microorganismo
como a las formas graves de la enfermedad que conducen al estado de anergia; sobre este en particular es un
drea escasamente explorada en tuberculosis bovina, a la cual se le debe poner mayor atencién, debido entre
otras causas a la dificultad para identificar los animales anérgicos, empleando los métedos de diagnéstico
convencionales y al peligro potencial que representan como fuente diseminadora de la enfermedad.

Los futuros estudio, deben también ser extensamente aprovechables con el fin de obtener Ila mayor
informacién posible de los eventos que acontecen, no solo en el sitio de infeccion, sino también en su
periferia, debido a que mucha de a informaci6n que se tiene se ha generado por los trabajos de investigacién
en el 4rea de tuberculosis humana. Tampoco hay que dejar de lado 1a modulacion que pueden ejercer los
componentes micobacterianos sobre la capacidad de los leucocitos y las células de los tejidos para producir

mediadores seleccionados que le permitan evadir los mecanismos protectivos desarrollados por el hospedero.
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CONCLUSIONES

% La produccién de IFN-y por células de memoria presentes en sangre periférica de los bovinos
estimuladas in vitro, guarda relacién con el niumero de exposiciones al que el sistema inmune del
bovino ha estado expuesto.

& Las fracciones proteicas con puntos isoléctricos 4cidos, indujeron la produccion de IFN-y, no asi
las fracciones con punto isoeléctrico superior a seis.

% Las células de animales tuberculosos anérgicos no produjeron IFN-y ante el estimulo antigénico
micobacteriano in vitro, ni en presencia del mitdgeno Concanavalina-A.

< La técnica de isoelectroenfoque permitié la separacién del extracto proteico del filtrado de
cultivo con un buen rendimiento, lo que facilitar4 su estudio en la participacién de la patogenia o
su evolucion en la capacidad para inducir una inmunidad celular protectiva a la tuberculosis

bovina

INFERENCIAS

% Las proteinas del CFPE son antigenos importantes que favorecen la inmunidad celular contra la
enfermedad, al inducir la expresion de IFN-y, citocina que juega un papel ceniral en la
activacion del macréfago al incrementar su actividad fagocitica y su capacidad para destruir las
micobacterias. La separacién de las diferentes proteinas permitird determinar cuéles de estas

son las més importantes para tal efecto.

IMPLICACIONES

< La caracterizacion antigénica de las proteinas del CFPE y el analisis individual de la expresién
de citocinas que son inducidas por ellas, ayudara a definir los antigenos que en su momento
seran de utilidad diagnéstica y aquellos que deban considerarse para el desarrollo de mejores

vacunas contra la tuberculosis bovina
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ANEXO DE REACTIVOS

MEDIO DE MANTENIMIENTO DE M. bovis

(Medio UTI: Lowestein-Jensen Modificado).

CANTIDADES
Fosfato monopotasico (PO:H;K) 24g
Sulfato de magnesio 024g
Citrato de magnesio 06g
Asparagina i6g
Glicerina (Bidestilada) 12.0ml
Verde malaquita al 2 % 200 ml
Agua destilada 600.0 m!
Esterilizar a 121 ° C en autoclave a 15 min.
Huevos enteros 1000 ml

Mezcla de Huevos
Deben usarse huevos frescos y de granjas libre de suplementacién con antibiéticos. Lavense con abundante
agua, usando gasa o cepillo suave. Sumergirlos en alcohol al 70 % por 15 minutos y secar.

Romper los huevos asépticamente y depositar clara y yema en un frasco estéril.

Elaboracién del medio.

Después de terminar la solucién, mézclese homogéneamente
CANTIDAD

Solucién salina 600 ml

Hueves homogeneizados 1000 ml

Distribuir en tubos de rosca y coagular en horno de tire de aire forzado, durante 50 minutos a 85 ° C,

inclinandose los tubos con tapa de rosca. Dejar enfriar en el mismo coagulador y ajustar las tapas antes de

guardar.
MEDIO DE Stonebrink.
Cantidad
POsKH; 07¢g
P04 Na; H. H20 0.4 g
Acido piravico {6 piruvato de Na ) 1L.Oml (6 1.5gr)
Agua destilada 100 ml
Ajustar el pH 6.5 con NaOH 1.0 N.
Cantidad
Drefde Malaguita a) 2 % Sml
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Esterilizar en autoclave a 110° C durante 115 minutos. Dejar enfriar.

Afladir huevo ] 200 ml

Coagular a 85 ° C, durante 10 minutos. En vez del medio Stonebrink puede usarse el medio UTT con piruvato

aftadiendo 0.5 % de piruvato de sodio a la formula normal.

MEDIO DE CULTIVO DORSER-HENLEY

El medio empleado es una modificacién del medio sintético de Dorser-Henley (Lesslie et al. , 1972).

Un litro de medio contiene los siguientes ingredientes:

L-Asparagina (natural) 1200 g
Fosfato monopotasico {KH,PO,, anhidro) p.a. 108 g
Citrato de sodio  (NayCeHsOy 2H20) pa. 09 g
Sulato de magnesio (MgS0,. TH,O pa 15 g
Citrato férrico  (FeCyH;O,. 5H;0) B.P. escamas 03 g

. Sulfato de Zine (ZnS0,.7H,0) p.a. 0.0267 g
Sulfato ciiprico (CuSed. 5H20) p.a. 0.00267 g
Nitrato de cobalto [Co (NO; ). 6HO] p.a 000134 g
Cloruro de calcio (CaCL2, anhidro) p.a 0.0667 g
Glucosa (monohidrato de dextrosa) B.P. 10.0 g
Glicerol B.P. 1000 ml
Agua destilada c.5.p. 1006.0 mi

Afiadir hidréxido de potasio (KOH) hasta obtener pH de 6.8 (aproximadamente un ml de una solucién al 50

%) ( Nota técnica N° 17).
1. - Preparacién y estandarizacién del derivado proteico purificado (PPD) de la tuberculina. 1972.
Centro Panamericano de Zoonosis. Tuberculosis- Nota Técnica N° 17. Organizacion Mundial de la

Salud. Proyecto asistido por los Paises Americanos y el Programa de las Naciones Unidades para el

Desarrollo.
DESARROLLO PARA LA IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE
MICOBACTERIAS

Las observaciones de las colonias aisladas se determino su morfologia y la presencia o ausencia de
pigmentos en oscuridad o con luz. En el caso de M. bovis en medio de [.owestein-Jensen, se ohservan
colonias de color crema vy en el medio de Stonebrink son blancas y en ambas de forma convexa.

Para la prueba de la niacina:

1. Adicionar 2 m] de agua destilada estéril a un cultivo de 4 semanas.

2. Incubar a 37 °C por 30 min.

3. Colocar 0.5 ml de extracto a un tubo de ensayo.

4, Afiadir 0.5 ml de bencidina.
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5. Afiadir 0.5 ml de bromuro de cianégeno. La positividad en la prueba es cuando da una coloracién
rosa palido.

6. Al finalizar la reaccién, aftadir solucién de hidroxido de sodio, para evitar la formacién de 4cido
cianhidrico.

Reactivo para la prueba de la Niacina

Solucién de bromuro de cianégeno

Bromuro de cianégeno 10 grs.
Agua destilada 50 ml
Solucidn de anilina etilica 40ml
Alcohol etilico al 95 % 96.0 ml

Prueba de Nitratos
1. Colocar 4 gotas de agua destilada estéril en un tubo de ensayo.
Emulsificar una asada de cultivo de 4 semanas (no mas de 30 dias)
afiadir 2 ml de solucion de buffer de nitratos e incubar a 37 ° C por 2 horas
Afadir 2 gotas de sulfanilamida

Afiadir 2 gotas de N-naftilandiamina. Una prueba positivo es cuando existe la reaccién de un

»os W

color rojo entre 30-60 segundos.
Prueba de Catalasa
1. Colocar 0.5 ml de buffer de fosfatos estéril en un tubo de ensayo y emulsificar una asada de
colonias del cultivo bacteriano.
Colocar a bafio Maria a 68° C por 20 minutos
Dejar enfriar a temperatura ambiente y aiiadir 0.5 ml de mezcla Tween-peroxido. Observar si

hay desprendimiento de gas y no descartar hasta después de 20 minutos

Soluciones para electroforesis SDS-PAGE.

La cantidad de reactivos preparados puede ser modificada de acuerdo a las caracteristicas de los aparatos
disponibles. Para proteinas de subunidades de pesos moleculares entre 15 000 — 200 000 kDa, se emplean
geles de 10 % como 6ptimo.

Soluciones,

A. Acrilamida (manejar con precaucidn, tOxica, usar guantes): 30 de acriiamida, 0.8 de N.N” methylen bis
acritamida. Para hacer una solucion pesar 60 g de acrilamida y 1.6 g de bis para 200 ml. Calentar para
disolver. Mantener en frasco ambar.

B. Buffer del gel de separacion: 1,5 M Tris.HCI, pH 8.8, 0.4 % de SDS. Disolver 45.42 g de TRIS base y
1.0 g de SDS en 150 ml de H,O. Llevar el pH a 8.8 (aproximadamente 80 ml de HCl a 1 M). Aforar a
250 ml.
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C. Buffer del gel concentrador: 0.5 M de TRIS-HCI, pH 6.8, 0.4 % de SDS. Disolver 6.0 g de TRIS-Base y
0.4 g de SDS en 80 ml de H2O. Ajustar el pH a 6.8 con HCI concentrado y ajustar el volumen a 100 ml.

D. Persulfato de amonio (10 %). Disolver 0.5 g de persulfato de amonio en 5 ml de H20. Hacer este
reactivo cada semana.

E. TEMED: N,N,N°,N°* diamina-tetrametilenthylene.

BUFFER DE CORRIDA.

Existen 2 buffer’s de corrida el de més uso es el N° 2,

1. 25 mM Tris, 192nM glicina, 0.1 % SDS; 6.05 g de Tris base més 28.8 de glicina més 2.0 g de SDS y
aforar a 2000 ml de H2O destilada.

2. 188 mM Tris, 188mM glicina, 0.1 % de SDS; pesar 22,75 g Tris base, mas 14.11 de glicina méas 1.0 g de
SDS y aforar a 1000 ml.

Buffer para las muestras (coctel).

Mezclar 2.5 ml del buffer del concentrador (reactivo C) més 0.2 g de SDS mds 2 ml de glicerol mas 0.1 mi de
azul de bromofenol al 0.1 % mas 1.0 de B-mercaptoetanol (si las muestras de proteinas desean ser corridas en
condiciones reductoras) mas 4.2 ml de H20. Volumen final de 10 m]. Mezclar en una relacién de 1:1. Buffer
de corrida mas muestra.

Nota: Calentar las muestras con el buffer de corrida a 85 °C por 10 min. si las muestras fueran tratadas bajo

condiciones reductoras.

TINCIONES.

Azul Brillante de Coomasie R-250.

Disolver 2.5 g de azul de brillante de Coomasie R-250 en 500 ml de metanol (o etanol). Después agregar 500
ml de H;O y 100 ml de acido acético glacial. Mezclar por 2 horas y filtrar si es necesario.

Solucién para desteiiir.

10 % isopropancl / 10 % acido acético 6 10 % metanol / dcido acético.

Para mantenimiento de los geles destefiidos emplear acido acético al 7 %.

Tincion de Plata

1. Metanol 50 % / acido acético 10 % por 30 min.

2. Glutaraldheido 8 % en H;O 45 min. Almacenar en botellas color oscuro o dmbar a 4 © C, esta solucion se
puede reutilizar hasta cuando tenga una coloracién amarilla claro o cuando se pone amarillo oscuro o café
se desecha.

Lavar con H;O 3 veces 10 min. C/U.

4. Mezclar :
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69.1 ml de H;O
a. mlde Ag NO; (20%)
6.0 mide NH; OH (28-30 %)
21.0 ml de NaOH {0.36'%)
Mezclar en este orden y tener cuidado cuando se agrega el Ag NO; debe ser gota a gota. Incubar el gel por 5
a 30 min.
6. Usar nuevo recipiente, moviendo el gel lavandolo con H,O 2 veces 2 min. c/u.
7. Mezclar 250 pl de 4cido citrico al 5 % con 140 ml de formaldehido (37 % botella) ajustar el volumen
a 250 ml totales de H,O. Incubar hasta desarrollar color.
8. Detener la reaccién con HyO y lavar por 5 min. Con 4cido citrico 7.5 % (18.75 ml acido citrico a
250 m1 de H;O por 5 min).
9. Almacenar en H,O con un poco de glicerol (2ml/ 200 ml de H;0)
10. La sensibilidad de la prueba es de 1.5 ng de proteina.

REACTIVOS DE INMUNOTRANSFERENCIA.

Buffer de Transferencia; 25 mM Tris (3.03 g/1), 192 mM Glicina (14.42 g/1) y metanocl 10 % v/v.
Papei filtro; Whatman 3MM

Esponjas

Cémara de electrotransferencia

Fuente de poder (BIO-RAD) Power /Pac 300

Membranas de nitrocelulosa.

Formula para reducir el alto contraste en tinciones negativas o

positivas.

Se empleo la siguiente formula:

Solucion A.- Para 300 cc de H2O destilada disolver 3 gramos de ferricianuro de potasio (solucién
concentrada).

Solucién B.- Luego de disolver 30 gr de thiosulfato de sodio. Poner 300 cc de H,O destilada en un matraz.
Agregar 100 cc de sol. Ay 100 c.c. de sol. B.

Sumergir la diapositiva o el negativo (geles) previamente mojadas al fondo agitando continuamente hasta
obicnier ¢l aclaramienio deseado, Lavas iruediatamnenie en H2O.

Determinacion de proteina por el método de Bradford.

100 mg de azul brillante de Coomasie G.

50 ml de etanol al 95 %.

100 ml de 4cido fosférico al 85 %

1000 ml aforado con H,O. Filtrar y guardar en frasco dambar
Macrométodo en tubo.
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Tomar 100 pl de muestra més 5 ml de reactivo.

En placa

10 pl de muestra més 200 pl de reactivo.

Micrométodo en tubo.

Tomar 100 pl de muestra mas | ml de reactivo.
En placa
160 pl de muestra mas 40 pl de reactivo
La longitud de onda es de 596 nm
La deteccion del método es.
Macrométodo en tubo es de 0.2 - 1.4 mg/ml de proteina

Placa es de 0.05 ~ 0.5 mg/m! de proteina.

Micrométodo.
En tubo 1.25 — 25 pg/ ml de proteina
En placa 8.0 - 80 pg/ ml de proteina.

Condiciones de la separacion de proteinas de M. bovis por medio
de las caracteristicas del punto isoeléctrico.

Se prepararon soluciones para ser empleadas en el rotofor.
El electrolito empleado para el citodo fue el hidréxido de sodio {0.1 M)
NaOH PM- 40.0
1 gr en 250 ml de H,O dando una molaridad de 0.1 M
El electrolito empleado para el dnodo fue el 4cido fosférico (H;PO, ).
Para preparar el acido fosforico (H;PO,)0.1 M
Se observo su P.M del 4cido fosforico P.M- 98.0
Pureza 86.3 %
Densidad 1.71 Kg densidad M/V.
0.1 M -250 ml
98g-- 1000ml 1M
Xg 1000ml 01 M
9.8 g — 1000 ml
X - 250ml
X=245g
V=245mli/1.71 = 1.43
100 m]l--- 86.3 mi
X 143
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X = 1.66 ml de H,PQ, aforar a 250 ml.

Soluciones para lisis de glébulos rojos de bovino.

Buffer de lisis.

50 mM TRIS-CI (pH 8.0) Se toman 302.0 mg para 50 ml.

1 mM EDTA Se puede tomar 50 ul de la sol 1 M y se agrega a la solucidn

100 mM NaCl. Se toman 290 mg para 50 ml. Se ajusta el pH 4cido clorhidrico a pH 8.0 y se afora a 100 ml.

Anticuerpos monoclonales de ratén para linfocitos T bovinos.

1. CD2 clona CC42 procesado en liquido ascitico en PBS isotipo IgG1 (raton).

2. CD8 clona CC63 procesado en liquido ascitico en PBS, isotipo IgG2a (raton).

3. CDM4 clona CC30 procesado en liquido ascitico en PBS, isotipo IgG1 (raton).

Todos Jos monoclonales tenian como conservador azida de sodio al 0.1 %

El monoclonal CD2 reconoce linfocitos T de bovino, caprino y humano. El CC42 es una molécula que
inmunoprecipita como una molécula de 58-62 kDa.

El CD8 reacciona con antigenos expresados sobre los antigenos MHC clase I de subpoblaciones de linfocitos
T para bovinos, borregos y en tejido de cabras. Este monoclonal tiene aproximadamente 34 kDa a 38 kDa
bajo condicicnes reductoras.

El CC30 es una molécula de aproximadamente 50 kDa y es considerara en bovinos como él homologa para
CD4 en humanos. El fenotipo, la distribucion en tejido y las funciones de las células T expresado sobre los
antigenos de CD4 bovinos son similares en otras especies. Sin embargo, la expresion sobre macréfagos no ha

sido demostrada.

Reactivos para la deteccion del Interferon-gamma bovino.

1. PPD de M bovis.

PPD de M avium.

Placas recubiertas con anticuerpos contra [FN-y bovino.

Control positivo de IFN-y liofilizado en tampdn con estabilizantes proteicos.
Control negativo no reactivo a el IFN-y bovino.

Concentrado de lavado (10x) conservade cun geniwmicing,

Mo e W

Conjugado peroxidasa de rdbano (HRPO): anticuerpo contra el IFN-y bovino en tampon con
estabilizantes proteicos.

8. Concentrado de TMB.

9. Diluyente para TMB- tampén citrato-fosfato que contiene agua oxigenada.

10. Solucién de paro dcido fluorhidrico diluido.



Buffer salino de fosfatos (PBS)

cantidades
Cloruro de sodio (NaCl) 8.0¢gr
Cloruro de potasio (KCI) 0.200 gr
Fosfato dibdsico de sodio (Na; HPO,) 140 gr
Fosfato monobisico de potasio (KH; POy, 020 gr
Agua deionizada I
Ajustar pH 7.2

Esterilizar en autoclave (IS5 libras de presién por 20

min.).
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