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RESUMEN

ASOCIACION DE LA RESPUESTA INMUNE CON LA RESISTENCIA NATURAL
A PATOGENOS INTRACELULARES EN GANADO BOVINO.

Una estrategia para controlar o erradicar las principales enfermedades en un hato
bovino, es la busqueda de animales con alto grado de resistencia natural, la cual
se ha relacionado con el sistema inmune. El grado de resistencia o susceptibilidad
a microorganismos intracelulares en bovinos se ha caracterizado mediante
ensayos microbicidas en macrofagos. El objetivo del presente trabajo fue asociar
la respuesta inmune humoral y celular, consistente en la produccién de
anticuerpos (IgG) y de IFN-y, respectivamente (contra Babesia bigemina,
Anaplasma marginale y Mycobacterium avium sp. paratuberculosis) con el fenotipo
de resistencia natural a patdégenos de vida intracelular, en ganado bovino Bos
taurus indicus previamente caracterizados como resistentes o susceptibles. La
produccion de anticuerpos determinada mediante las técnicas de ELISA indirecta
e Inmunofluorescencia indirecta, asi como la produccion de IFN-y, determinada
mediante un ensayo de liberacion de IFN-y, fueron evaluados en 20 bovinos, 10
caracterizados como resistentes y 10 como susceptibles. Se encontré una mayor
produccion de anticuerpos contra Mycobacterium avium sp. paratuberculosis, en el
grupo de bovinos susceptibles que en los resistentes (p<0.05). La produccién de
anticuerpos contra Babesia bigemina, fue mayor en el grupo resistente que en el
susceptible (p<0.05). No hubo diferencia estadistica significativa en la produccion
de anticuerpos contra Anaplasma marginale entre bovinos resistentes vy
susceptibles (p>0.05). En ninguna de las muestras analizadas se observo
produccioén de IFN-y, por lo tanto, Unicamente se pudo analizar la asociacién entre
produccién de anticuerpos y el fenotipo. Determinando que una mayor produccién
de anticuerpos esta asociada con el fenotipo de resistencia o susceptibilidad para
Babesia bigemina y MAP, respectivamente. Se concluye que existe una
asociacion entre la respuesta inmune humoral y la resistencia natural, pero se
sugiere que es dependiente del antigeno.

Palabras clave: bovinos Bos taurus indicus, Resistencia natural, anticuerpos, IFN-y



ABSTRACT

ASSOCIATION OF THE IMMUNE RESPONSE WITH NATURAL RESISTANCE
TO INTRACELLULAR PATHOGENS IN CATTLE.

A strategy to control or eradicate the main diseases in a cattle herd is the search
for animals with a high degree of natural resistance, which has been related to the
immune system. The degree of resistance or susceptibility to intracellular
microorganisms in bovines has been characterized by microbicidal tests on
macrophages. The aim of the present work was: associate the humoral and cellular
immune response, consisting of the production of antibodies (IgG) and IFN-y,
respectively (against Babesia bigemina, Anaplasma marginale, and
Mycobacterium avium sp. paratuberculosis) with the phenotype of natural
resistance to intracellular living pathogens, in Bos taurus indicus bovines
previously characterized as resistant or susceptible. Antibody production
determined by indirect ELISA and indirect immunofluorescence assays, as well as
IFN-y production, determined by an interferon-gamma release assay, were
evaluated in 20 bovines, 10 characterized as resistant and 10 as susceptible.
Higher production of antibodies against Mycobacterium avium sp. paratuberculosis
was found in the group of susceptible cattle than in the resistant ones (p <0.05).
The production of antibodies against Babesia bigemina was higher in the resistant
group than in the susceptible group (p <0.05). There was no statistically significant
difference in the production of antibodies against Anaplasma marginale between
resistant and susceptible cattle (p> 0.05). In none of the samples analyzed, IFN-y
production was observed, therefore, only the association between antibody
production and phenotype could be analyzed. Overall, that higher production of
antibodies is associated with the resistance or susceptibility phenotype for Babesia
bigemina and MAP, respectively. It is concluded that there is an association
between the humoral immune response and natural resistance, but it is suggested
that it is dependent on the antigen.

Keywords: Bos taurus indicus bovines, Natural resistance, antibodies, IFN-y
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ABREVIATURAS

NK: Células asesinas naturales (NK, del inglés Natural Killer)
TNFa: Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF, del inglés tumor necrosis factor)
ON: Oxido nitrico

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF,

del inglés granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

PBS: Tampdn fosfato salino o buffer fosfato salino (PBS, del inglés phosphate

buffered saline)
HRP: Peroxidasa de rdbano (HRP, del inglés horseradish peroxidase)

OPD: Diclorhidrato de orto-fenilendiamina (OPD, del inglés o-phenylenediamine
dihydrochloride)

PPDA: Derivado proteico purificado de una cepa de Mycobacterium avium
BCR: Receptor de células B (BCR, del inglés B cell receptor)
TCR: Receptor de células T (TCR, del inglés T cell receptor)

IGRA: Ensayo de liberacion de interferén-gamma (IGRA, del inglés interferon-

gamma release assay)

MAP: Mycobacterium avium sp. paratuberculosis.
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1. INTRODUCCION

La produccion ganadera bovina es una de las actividades mas importantes y
dindmicas a nivel mundial, que se ha ido incrementado sobre todo en los paises
en desarrollo, debido a la gran demanda de productos pecuarios por parte de los
grandes mercados mundiales (Thornton, 2010; Borboa y Aguirre, 2018). Asi, en un
analisis de proyeccion se define que la demanda mundial de productos carnicos
bovinos incrementa a un ritmo anual de 1.2% entre 2007-2050 (Alexandratos,
2012). En México, la ganaderia bovina también ha tenido un crecimiento sostenido
durante la ultima década (N4jera, 2016). De tal forma que, se ha registrado un
crecimiento anual de 1.8% en produccién de carne de bovino entre 2007-2016
(DIEES, 2017). La produccién bovina es la segunda actividad productiva de mayor
difusibn en las zonas rurales, después de la actividad agricola, debido al
suministro de carne, leche y sus derivados, siendo el ganado bovino el de mayor
consumo en México (Rodriguez et al., 2018, SAGARPA, 2018). Esta condicién
exige a los ganaderos ser mas eficientes, sobre todo en el area de salud animal
para poder comercializar productos inocuos para el consumo humano. En la
actualidad existe el desafio de enfermedades causadas por una gran variedad de
patégenos, muchos de estos de vida intracelular.

En las zonas tropicales y subtropicales del mundo, el ganado bovino se enfrenta a
enfermedades transmitidas por garrapatas, como la babesiosis y la anaplasmosis
(OIE, 2008; Bock et al., 1999). Mientras que en el ganado lechero especializado la
paratuberculosis o enfermedad de Johne, que es una enteritis granulomatosa de
curso crénico transmitida a través de las heces y de la leche, es una de las

principales enfermedades con distribucion mundial (Martinez et al., 2012).

Considerando la importancia de estas enfermedades y muchas otras en los hatos
bovinos, es necesario tomar medidas sanitarias, de nutricion y de manejo
adecuadas en las explotaciones ganaderas. La prevencion y/o el control, de estas

enfermedades causadas por patdégenos intracelulares se ha basado



tradicionalmente en el uso de antibidticos, pesticidas, vacunacion, diagndstico,
cuarentena y/o sacrificio. Sin embargo, estas medidas en ciertos casos no han
sido muy eficientes y han generado complicaciones adicionales, como la presencia
de sustancias quimicas en los productos de origen animal para consumo humano,
desencadenando pérdidas econdémicas para los ganaderos, y problemas de salud
publica (Templeton, 1988). Asi también, las restricciones que se presentan para
poder realizar un efectivo control y eliminacion de patdégenos y sus vectores, como
en el caso de enfermedades transmitidas por ectoparasitos, hacen necesaria la

busqueda de nuevas alternativas.

Se han realizado varios estudios relacionados con resistencia natural en bovinos a
ciertos patdégenos. Siendo una alternativa que podria resultar favorable para el
control de muchas enfermedades, el hecho de poder generar animales resistentes
a ciertas enfermedades. Esta resistencia natural puede estar asociada con varios

factores inherentes al huésped, uno de estos la respuesta del sistema inmune.

2. ANTECEDENTES

2.1 SISTEMA INMUNE

El sistema inmune (SI) esta constituido por células y moléculas responsables de la
defensa contra microbios infecciosos, sustancias extrafias no infecciosas o
productos de células dafiadas. De tal forma que la funcién basica del Sl es
mantener la homeostasis del tejido y la integridad del sistema, formando parte de
procesos como desarrollo, reproduccion y curacion de heridas (Bertoni et al.,
2015; Abbas et al., 2018). El Sl se divide en dos grandes grupos de mecanismos:

innato y adaptativo.

2.1.1 Sistema inmune innato
El SI innato es un grupo de mecanismos inespecificos que funcionan como la
primera defensa que monta el organismo contra microbios, células dafiadas o

cualquier agente extrafio. Entre los principales componentes de la inmunidad
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innata estan las barreras fisicas y quimicas, células fagociticas como neutrofilos,
macrofagos, células dendriticas, mastocitos y otras células linfociticas innatas
como las NK, proteinas sanguineas, incluidos miembros del sistema de
complemento. Células como los macréfagos residen en varios tejidos y érganos,
los mastocitos estan presentes en piel y epitelios mucosos, y las células
dendriticas se encuentran en epitelios, circulacion sanguinea y érganos linfaticos;
donde actian como centinelas ante la presencia de microorganismos invasores.
Los macréfagos y células dendriticas tienen funciones como: fagocitosis,
presentacion de antigenos y produccién de citocinas, lo cual favorece a la
eliminacién de los antigenos. De tal forma que la respuesta inmune innata
combate a los microbios mediante la inflamacion proceso que recluta fagocitos y
leucocitos, ademas actia bloqueando la replicacion del agente extrafio
(Banchereau y Steinman, 1998; Varol et al., 2015; Abbas et al., 2018).

2.1.2 Sistema inmune adaptativo

El SI adaptativo es un conjunto de mecanismos de defensa que genera memoria
inmunologica especifica después de la exposicion a un antigeno, de tal forma que
monta una respuesta reforzada frente a exposiciones subsecuentes a un mismo
antigeno. Ademas, se caracteriza por su especificidad, ya que los linfocitos tienen
la capacidad de reconocer los epitopos del antigeno. Las poblaciones celulares
fundamentales en esta respuesta son los linfocitos T y B, que expresan distintos
receptores especificos para el antigeno, y activan una serie de factores como la
muerte de células propias alteradas, liberacion de citocinas como IFN-gamma
(IFN-y), y la secrecion de anticuerpos especificos que opsonizan y neutralizan a
los antigenos. Existen dos tipos de respuesta inmune adaptativa: la inmunidad
celular y la inmunidad humoral (Litman et al., 2010; Cadavid, 2011; Abbas et al.,
2018).

2.2 Respuesta inmune celular
Esta respuesta estd mediada por los linfocitos T, que se originan en medula ésea,

se seleccionan y maduran en timo, estos reconocen antigenos peptidicos unidos a
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moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC, del inglés Major
Histocompatibility Complex), y a diferencia de los linfocitos B no reconocen
antigenos solubles, por lo que esta respuesta se monta principalmente frente a
microorganismos intracelulares o fagocitados por las células presentadoras de
antigeno (APC, del inglés Antigen Presenting Cell). La interaccidn de los linfocitos
T con el antigeno ocurren en los organos linfoides secundarios como: bazo,
ganglios linfaticos vy tejido linfatico mucoso, donde los antigenos son presentados
por las APC. Luego de la interaccion del linfocito T a través de su TCR, con el
antigeno en la molécula del MHC, se activan los linfocitos T, se da una expansion
clonal y se genera una poblacion de linfocitos T efectores y de memoria.
Dependiendo del origen de los péptidos (intracelular o extracelular) son
presentados por las moléculas de MHC a los linfocitos T, asi péptidos de origen
intracelular son presentados por moléculas MHC de clase | a los linfocitos T CD8+
que tienen actividad citotoxica para destruir células infectadas, mientras que
péptidos de origen extracelular son presentados por moléculas MHC de clase Il a
los linfocitos TCD4+, los cuales secretan citocinas para la comunicacion con otras
poblaciones celulares. Aunque también puede ocurrir un fenémeno de
presentacion cruzada, ya que, algunas células dendriticas tienen la capacidad de
capturar e ingerir células infectadas por virus o células tumorales, y presentar los
antigenos a través de moléculas de MHC de clase | a los linfocitos TCD8+ (Van
den Elsen et al.,, 1998; Szabo et al., 2003; Abbas et al.,2018). Existen varios
subgrupos de linfocitos TCD4+, y cada uno actia frente a un tipo de
microorganismo patogeno. Linfocitos como Thl se caracterizan por producir IFN-y
el cual activa a los macrofagos para destruir microbios intracelulares, y los
linfocitos Th2 producen citocinas como Interleucina (IL)-4, IL-5, e IL-13 que activan
a los eosindfilos y mastocitos frente a parasitos helminticos, y también IL-10 que
inhiben ciertas funciones de los macréfagos (Gutiérrez, 2010; Abbas et al., 2018).
Ademas, los linfocitos Th2 son importantes en la respuesta inmune humoral, ya
que a través de las citocinas que secretan regulan la produccion de anticuerpos

para luchar contra microorganismos extracelulares (Kidd, 2003).
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2.2.1 Interferon gamma (IFN-y)

Es una proteina homodimérica conocida como interferén inmune tipo Il, producida
por linfocitos TCD4+, NK, TCD8+ y células Ty/d. Se produce en respuesta a la
activacion de receptores situados en la superficie de células infectadas o
estresadas, luego del reconocimiento de un antigeno, por estimuladores de células
T como la fitohemaglutinina o la concanavalina-A, o por la accién de citocinas
como la IL-12 y la IL-18. El IFN-y induce la transcripcién de genes que intervienen
en procesos inmunomoduladores, antivirales y antiproliferativos, asi tiene la
capacidad de incrementar la actividad citotoxica y fagocitica de los macréfagos;
también induce la diferenciacion de linfocitos TCD4+ hacia el subgrupo Thl
inhibiendo el desarrollo de linfocitos Th2 y Th1l7; aumenta la expresion de las
moléculas del MHC tipo | y II; y actia sobre los linfocitos B lo que promueve a la
produccion de anticuerpos del isotipo 1gG. Ademas, esta proteina tiene actividad
proinflamatoria, ya que induce la expresion de citocinas como: IL-12, IL-15, TNFa
y oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), por lo que se considera forma parte
importante de la inmunidad innata y adaptativa (Frucht et al., 2001; Schroder et al.,
2004; Mata-Espinosa y Hernandez-Pando, 2008).

2.3 Respuestainmune humoral

La inmunidad humoral se caracteriza por la secrecion de anticuerpos por parte de
las células plasmaticas que se diferencian de los linfocitos B, células que son
producidas en la médula 6sea y que, después de seleccionarse y diferenciarse, se
almacenan en los 6rganos linfoides secundarios. La secrecién de anticuerpos
puede ser dependientes o independientes de linfocitos T, lo cual esta
condicionado por la naturaleza del antigeno (Golub, 1986). Asi en caso de
antigenos proteinicos es necesario la intervencion de linfocitos T cooperadores,
los cuales activan a las células B, estas proliferan y producen anticuerpos
diferentes a IgM, lo cual se conoce como cambio de isotipo. Conforme se
desarrolla la respuesta, aumenta la afinidad de los anticuerpos por los antigenos,

a esto se conoce como maduracion de la afinidad. Ademas de estos cambios, los
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linfocitos T estimulan a las células B que se diferencien en células plasmaticas

secretoras de anticuerpos y linfocitos B de memoria (Abbas et al., 2018).

En caso de antigenos no proteicos como los polisacéridos, glucolipidos y acidos
nucleicos, las células B no necesitan de linfocitos T para activarse. Estos
antigenos estan compuestos de epitopos antigénicos repetidos idénticos, los
cuales pueden inducir un entrecruzamiento del complejo BCR en linfocitos B
especificos, lo que lleva a su activacion. Esta respuesta es rapida, sin embargo, se
caracteriza por la produccion en su mayor parte de anticuerpos IgM, a diferencia
de la respuesta dependiente de T que es mas lenta pero mas eficiente (Abbas et
al., 2018). Los efectores finales de esta respuesta son especificos para cada
antigeno, y contribuyen a su eliminacion por células fagociticas y el sistema de
complemento, de tal forma que es la principal defensa contra microorganismos

extracelulares y sus toxinas (Surco, 2011).

. MHC-I
QO Antigenos
@ expresando
extracelulares
el fragmento .
antigénico Clones de células
Fragmento antigénico plasmaticas

Anticuerpos

" citocinas secretados

Inmunoglobulinas / “\
que recubren la £ \
superficie del LB |-’ |
\ y
__,./ Clones de
T células B de

) memoria

Figura 1.- Proceso de activacion de linfocitos B (respuesta dependiente de
linfocitos T). Un antigeno es reconocido por el receptor de un linfocito B (LB), esta
célula lo internaliza, lo procesa y lo presenta a través de un MHC de clase Il a un

linfocito T cooperador (LTh), el cual lo reconoce a través de su receptor. La
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sinapsis Optima entre LB y LT depende de la interaccion de receptores y ligandos
gue permitan una transmision especifica de citocinas que van a activar a los LB y

a su vez permitan su diferenciacion (Tomado de: Mitchison, 2004; Papa, 2018).

Los anticuerpos son proteinas del tipo globulinas relativamente solubles, debido a
su naturaleza globular se conocen también como inmunoglobulinas. Estan
conformadas por cuatro cadenas proteicas: dos cadenas livianas idénticas y dos
cadenas pesadas idénticas, las cuales se unen por medio de puentes disulfuro.
Los extremos amino de las cadenas pesadas y ligeras tienen regiones variables
con las cuales se unen al antigeno, a las cuales se conocen como regiones
determinantes de complementariedad (Stanfield y Wilson, 2014). Las funciones de
los anticuerpos unidos al antigeno, estan mediadas por las regiones Fc por lo que
tienen la capacidad de opsonizacion, neutralizacion, fijacion del complemento,
estimulaciéon de la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos y
la expulsiébn de parasitos por hipersensibilidad tipo 1. Estas funciones varian
dependiendo del isotipo de anticuerpo. Hay cinco isotipos denominados como:
IgA, IgD, IgG, IgM e IgE (Nicholson, 2016; Abbas et al., 2018).
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Figura 2.- Estructura tipica de un anticuerpo: a) molécula de anticuerpo, b) sitio
de union al antigeno (Tomado de: Tortora et al., 2007).

2.4 RESISTENCIA NATURAL

El término “resistencia natural se refiere a la capacidad de un individuo para evitar
presentar el proceso de enfermedad cuando ha sido expuesto al agente causal de
la misma, sin haber tenido previa exposiciébn o haber sido inmunizado” (Hutt,
1958). Es asi que un animal puede resistir a una enfermedad a través de
mecanismos inmunes 0 no inmunes. La variacidon observada en la resistencia
natural se atribuye a factores como el estrés o la nutricién, pero el componente de
variacion mas importante parece ser heredable y asi se transmite de progenitores

a la descendencia (Templeton, 1988).

Para identificar la resistencia natural se han realizado algunos estudios empleando
el modelo bovino; por ejemplo, Qureshi et al. (1996) estudiaron la resistencia a
patdogenos bacterianos de vida intracelular, mediante ensayos bactericidas,
observando que los macréfagos de bovinos resistentes poseen mayor capacidad
para el control del crecimiento intracelular de microorganismos tales como:

Mycobacterium bovis BCG, Salmonella dublin y Brucella abortus. De acuerdo con
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los resultados de este estudio, los criterios que se utilizan para clasificar a los
animales como resistentes o susceptibles se basan en la capacidad de los
macrofagos para permitir el crecimiento bacteriano. Cuando dicho crecimiento sea
superior a 65% se designan como susceptibles, y los bovinos que logren reducir el

crecimiento a un 65% o menos se consideran como resistentes.

A partir de ello se han realizado estudios de resistencia en bovinos, Yy
caracterizacion de macréfagos tanto de animales resistentes como susceptibles.
En ensayos con M. bovis virulento, los macrofagos de los animales resistentes
controlan mejor el crecimiento intracelular de dicho patégeno (Gutiérrez y Adams,
2003), ademéas esos macréfagos inducen una mayor expresion de iNOS, y el
control del crecimiento intracelular estd relacionado con la produccion de oxido
nitrico (ON) (Esquivel-Solis et al., 2013). Castillo (2009), realizé un estudio con el
objetivo de identificar el efecto de la resistencia natural en la interaccion de M.
bovis con macré6fagos bovinos activados por la via alterna. Para lo cual activaron a
los macrofagos por la via clasica y alterna, con 10ng/ml IL-4 recombinante y
50ng/ml de LPS de Escherichia coli cepa lisa 026:B6, respectivamente. Luego los
desafiaron con M. bovis BCG y M. bovis 9926. Para comprobar la activaciéon
alterna de los macréfagos, midieron producciéon de ON. Observando una
disminucién de la produccion basal de ON inducido por LPS, siendo mayor el
efecto en macréfagos de animales resistentes. También provoca la disminucion de
la expresién de citocinas proinflamatorias comparando con la via clasica, pero esta
se incrementa en presencia de la micobacteria. El indice de fagocitosis en
macréfagos de animales resistentes es superior con ambas vias de activacion
celular. Y observaron un mejor control de la proliferacion micobacteriana en
macrofagos estimulados con IL-4 recombinante siendo similar en animales

resistentes y susceptibles.

Adams (1988), publicé que los macrofagos de bovinos resistentes a patdégenos
intracelulares, restringen el crecimiento intracelular in vitro, producen mas

intermediarios reactivos de oxigeno y ON en comparacion con macrofagos de
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bovinos susceptibles; y sobre todo, que los bovinos resistentes tienen una
respuesta de anticuerpos masiva y prolongada, mientras que la de los
susceptibles es minima y de poca duracion. Sanchez et al. (2018), realizaron un
estudio para determinar la capacidad de los macréfagos en el control de M. bovis,
asi como la produccion de INF-y por parte de los linfocitos en bovinos
naturalmente infectados con este patégeno. Los autores no encontraron una
correlacion entre la susceptibilidad a M. bovis y la produccion de IFN-y. No
obstante, tampoco se puede descartar que los macréfagos y linfocitos, tienen un
papel fundamental en el control o la diseminacion de la enfermedad, ya que
existen varios factores que pueden estar influyendo en la respuesta inmune del

hospedador.

El factor genético parece estar relacionado con la variacion en la resistencia
natural, por lo que se han realizado estudios para identificar genes y polimorfismos
de nucleétido unico (SNP) relacionados con la resistencia o susceptibilidad a
ciertas enfermedades en bovinos (Gonzalez et al., 2018). Se han realizado
estudios de resistencia a garrapatas comparando diferentes razas de bovinos.
Donde las razas de ganado Bos taurus indicus son mas resistente que el B. taurus
taurus. Villar (2006), sugiere que el ganado B. taurus indicus es mas resistente a
las garrapatas en comparacion con el ganado B. taurus taurus y que esa
resistencia es altamente heredable (80%) en la progenie (Cebu), pero mucho

menor en la progenie de razas puras Europeas B. taurus taurus (40%).

De igual forma existen estudios en los cuales clasifican a los bovinos como
resistentes o susceptibles con base en la presentacion del cuadro clinico. Bock et
al. (1999), determinaron un alto grado de resistencia a Babesiosis en ganado B.
indicus puro, basado en la observacion de signos clinicos menos severos, pero
una mayor susceptibilidad en cruzas de B. indicus x B. taurus. Sin embargo, estos
resultados podrian deberse a la resistencia del ganado B. indicus a las garrapatas,
ya gque en este estudio infectaron a los bovinos con garrapatas que tenian B. bovis

y B. bigemina. Parker et al. (1985), al comparar la susceptibilidad de dos razas de
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ganado bovino (Shorthorn y Brahman rojo), mediante la inoculacién intravenosa de
cepas de Anaplasma marginale y Babesia bigemina, identificaron reacciones
menos severas en vaquillas Brahman que en las Shorthorn. Sin embargo, los
mecanismos detras de la variacion en la respuesta frente a estas infecciones en
las dos razas no se conocen con precision. Es probable que ciertos mecanismos
celulares estén involucrados, como se ha observado para Babesiosis en ganado
Holstein-Friesian, donde la rdpida estimulacion de IFN-y, IL-12 y la produccion de
ON previenen la presentacion de un cuadro clinico severo en terneros luego de la
inoculacioén por via intravenosa de eritrocitos infectados con B. bovis (Goff et al.,
2001).

2.5 BABESIOSIS BOVINA

La babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por garrapatas, de gran
importancia econémica en hatos ganaderos de regiones tropicales y subtropicales.
Los patdégenos causantes de esta enfermedad son B. bovis y B. bigemina (Figura
3), protozoarios transmitidos principalmente por la garrapata Rhiphicephalus
(Boophilus) microplus. Los esporozoitos de babesia son inoculados por las fases
de larva o ninfa de la garrapata. Estos ingresan al torrente sanguineo e infectan a
los glébulos rojos, entonces se transforman en trofozoitos que se multiplican por
gemacion o fisibn binaria dando lugar a los merozoitos, que salen e infectan a
otros eritrocitos (Suarez et al., 2019; Madruga et al., 2001; Goncalves et al., 2001).
El periodo de incubacién varia de 6-14 dias, luego del cual se observan los signos
clinicos, comenzando con fiebre de 41°C. La intensidad de los signos clinicos
puede variar por la virulencia de la cepa, la cantidad inoculada, la edad, el estrés,
la raza y en zonas enzooticas el grado de inmunidad transferida por el calostro
(Mahoney y Ross, 1972; Lopez et al., 2008). La sinologia causada por B. bovis
son: fiebre alta, ataxia, anorexia, shock circulatorio general y signos nerviosos,
mientras que en infecciones por B. bigemina hay fiebre, hemoglobinuria y anemia

(Santamarina et al., 2018).
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Figura 3.- Frotis tefiidos con Giemsa. B. bigemina (A), B. bovis (B). 1: formas

pares, 2: formas simples (merozoito), 3: trofozoito (Tomado de: Petrigh, 2010).

2.5.1 Respuestainmune en bovinos

Se tiene un progreso considerable para entender la respuesta inmune a una
infeccion causada por B. bovis, pero se desconoce la respuesta inmune a B.
bigemina. Brevemente, para combatir la infeccion causada por Babesia, interviene
el sistema inmune innato y adaptativo del hospedador. La inmunidad innata no es
especifica e incluye variables como edad, factores genéticos y la respuesta de las
células. Con respecto a la edad, se ha observado que terneros presentan una
mejor respuesta inmune innata en comparacion con bovinos adultos (Petrigh,
2010). Asi en terneros hay una produccion temprana de IL-12, IFN-y e iNOS, por
el contrario, en adultos la produccién de IL-12 e IFN-y aparece mas tarde en la
infeccion y la INOS no es inducida (Goff et al., 2001). La primera linea de defensa
esta conformada por monocitos activados, macrofagos y neutrofilos, los cuales
emplean especies reactivas de oxigeno y nitrégeno para eliminar a los merozoitos
y producen citocinas para regular la respuesta inflamatoria. Ademas, los
macroéfagos secretan IL-183, IL-12, TNFa y ON (Shoda, 2000).

La respuesta inmune adaptativa se caracteriza por la produccién de anticuerpos
gue al parecer actian como opsoninas incrementando la fagocitosis. Los isotipos
que se producen son IgGl e 1gG2, que fijan el complemento y tienen mayor
actividad como opsoninas (McGuire et al., 1979). En la respuesta celular
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principalmente intervienen las células T helper CD4+, y el perfil de citocinas es
Thl (IL-2, IFN-y y TNFa) o ThO (IL-2, IL-4, IFN-y y TNFa). Cabe sefialar que el
perfil Thl produce abundante IFN-y que activa a las células fagociticas y
promueve la producciéon de IgG2 por parte de los linfocitos B (Rodriguez et al.,
1996).

2.6 ANAPLASMOSIS BOVINA

Es una enfermedad infecto-contagiosa presente en regiones tropicales y
subtropicales. Causada por A. marginale que es una rickettsia intraeritrocitica
(Figura 4), que ocasiona una anemia hemolitica por la destruccion extravascular
de globulos rojos. Es transmitida biologicamente por garrapatas de la familia
Ixodidae, R. microplus, entre otras, y de forma mecanica por moscas, tabanos o
iatrogenia. Una vez en el torrente sanguineo, A. marginale ingresa a los eritrocitos
por endocitosis, durante el proceso se forma una vacuola que encierra a la forma
infectiva de Anaplasma. Se multiplican por fision binaria y forman un cuerpo de
inclusion con 8-12 cuerpos iniciales, luego salen de las células sin destruirlas e

infectan a otros eritrocitos (OIE, 2015).

El periodo de incubacion va de 3 a 4 semanas. La infeccion tiene una etapa aguda
gue se caracteriza por fiebre, anemia, debilidad, pérdida de peso, disnea, ictericia,
bilirrubinemia, mientras que la fase hiperaguda se caracteriza por taquicardia,
taquipnea, salivacion, fiebre de 41°C y muerte subita en 24 horas. Los animales
adultos son los mas susceptibles cuando sufren una primoinfeccién, mientras que
los jovenes son resistentes gracias a la inmunidad transferida por el calostro
(Rodriguez et al., 2009; Becerro, 2019).
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Figura 4.- Glébulos rojos infectados con Anaplasma marginale (Tomado de:
Rodriguez et al., 2003).

2.6.1 Respuesta inmune en bovinos

En una primera infeccion se genera una respuesta inmune celular, donde los
macrofagos y las células NK juegan un papel muy importante para eliminar a los
cuerpos iniciales de Anaplasma. Asi los macréfagos los fagocitan, procesan y
presentan el antigeno a los linfocitos T CD4+, que se activan y secretan IL-2 e
IFN-y. La respuesta Th1 induce la produccion de IgM e IgG2 por parte de los
linfocitos B, y a su vez activan macrofagos. Ademas, se ha observado una
respuesta de células Th2 que secretan IL-4, IL-6, IL-10, los cuales estimulan a la
produccion de 1gG1 (Brown et al., 1998a; Rodriguez et al., 2003; Cérdoba, 2016).

En un estudio realizado por Bautista et al. (2003) observaron un incremento en los
niveles de IgG al dia 51 pos-infeccion y se incrementan ain mas luego de la
reinfeccion con la misma cepa. Lo mismo sucedié con los niveles de produccion
de IFN-y, ademas observaron un incremento en la cantidad de linfocitos TCD8+
después de la reinfeccién, lo cual sugiere que estas células tienen un papel activo

en la produccion de IFN-y.
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2.7 PARATUBERCULOSIS BOVINA

La paratuberculosis (PTB) conocida también como enfermedad de Johne afecta a
la poblacién mundial de rumiantes y ocasiona grandes pérdidas econOmicas
(Zapata et al., 2008). Es una enfermedad crénica granulomatosa del tracto
digestivo causada por Mycobacterium avium sp. paratuberculosis (MAP). Descrita
por primera vez en Alemania por Johne y Frothingham en 1884. Estd mediada
principalmente por la respuesta inmune que se desarrolla en el animal, mas que
por las toxinas que produce MAP. MAP es una bacteria Gram positiva, acido
alcohol resistente, posee caracteristicas que le ayudan a sobrevivir y multiplicarse
en el interior de los macréfagos, como los componentes de su pared celular y
productos de secrecidn que neutralizan a los productos antibacterianos (Zapata et
al., 2008).

Se transmite principalmente por la via fecal-oral, a través de la leche o calostro. La
infeccion generalmente ocurre en terneros, pero presentan los signos clinicos a los
2 afios de edad, debido a que tiene un periodo de incubacion muy largo que va de
2 a 5 afnos (Valentin-Weigand y Goethe, 1999; Martinez et al., 2012). Dependiendo
de la resistencia de los animales, puede ocurrir que los bovinos se infecten,
eliminen a las bacterias y presenten signos clinicos o permanezcan como
portadores sanos, es decir estan eliminando a los microorganismos, pero no
presentan sintomas. En animales con enfermedad clinica avanzada hay un gran
namero de bacterias en heces y leche, y se observa emaciacion, diarrea profusa,
edema mandibular, caquexia y puede llegar a la muerte de los animales
(Maroudam et al., 2015).

2.7.1 Respuesta inmune en bovinos

Los animales desarrollan inicialmente una respuesta celular mediada por linfocitos
Thl y posteriormente montan una respuesta inmune humoral caracterizada por
produccion de IgG1 e IgG2. De tal forma que se ha asociado una respuesta
inmune celular con baja carga bacteriana, mientras que la respuesta humoral esta

asociada con incremento de dicha carga y eliminacion de MAP en las heces

23



(Magombedze et al., 2016). También se ha descrito que para una eliminacion
efectiva de las micobacterias se requiere de la accién coordinada de IFN-y
derivado de linfocitos Thl e IL-1, IL-6, TNFa y GM-CSF producidos por
macréfagos. Sin embargo, cuando la bacteria ingresa a las células, desactiva la
maquinaria de defensa de los macrofagos, lo cual puede ocurrir a nivel
transcripcional, transduccional o postransduccional de la expresion de genes, lo
que lleva a una falla en la defensa y permite que los bacilos sobrevivan (Valentin-
Weigand y Goethe, 1999).
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3. JUSTIFICACION

Considerando la importancia de lograr controlar y erradicar estas y muchas otras
enfermedades en un hato bovino, surge la necesidad de buscar alternativas como
la gestion de recursos genéticos con la finalidad de reforzar la resistencia natural a
patdgenos, encontrados en algunas poblaciones ganaderas. Entre las estrategias,
se podria aplicar la seleccion de la raza adecuada al medio de produccién; y la
seleccion para fines de cria de individuos con alto grado de resistencia natural
(FAO, 1999).

Existen varios estudios de resistencia a patégenos, en los cuales se ha podido
relacionar con algunos factores como edad, raza, e incluso se ha mencionado que
esta caracteristica de resistencia podria heredarse. De acuerdo a la informacién
generada a lo largo del tiempo, se sabe que resultaria muy ventajoso poder
generar una poblacién de bovinos resistentes a patdgenos, de gran importancia en
la ganaderia y con ello se reducirian las pérdidas econdmicas. Existen diferentes
formas de identificar a los individuos con mayor resistencia a patégenos, Qureshi
et al. (1996) propusieron el uso de un ensayo microbicida, para determinar en el
ganado bovino el fenotipo de resistencia a patégenos como: B. abortus, M. bovis
BCG o Salmonella dublin. Esta técnica se fundamenta en la capacidad de los
macrofagos para controlar el crecimiento bacteriano intracelular de individuos
caracterizados como resistentes o susceptibles a un desafio in vivo con B.
abortus. Por lo tanto, un individuo que resistié la infeccion por B. abortus, se
podria esperar que tuviera una respuesta inmune mas robusta que un individuo
que no resistié el desafio. Y probablemente suceda el mismo efecto cuando los
animales son infectados con otros patdgenos intracelulares. En el presente estudio
se propuso medir los efectores finales de la respuesta inmune humoral y celular
especificos a A. marginale, B. bigemina y MAP en bovinos caracterizados como
resistentes o susceptibles a B. abortus o M. bovis BCG.

El conocer qué aspectos influyen para que un animal sea naturalmente resistente

es de importancia. La informacion que se genere permitird una caracterizacion
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mas detallada de bovinos naturalmente resistentes a los patdgenos intracelulares
B. abortus y M. bovis BCG, y entender en parte el comportamiento del sistema
inmune de estos bovinos. Ademas, se podra definir si bovinos caracterizados
como resistentes a determinadas bacterias intracelulares tienen una mejor

respuesta inmune frente a otros patdgenos intracelulares facultativos.
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4. HIPOTESIS

Los bovinos caracterizados como resistentes a patdégenos bacterianos de vida
intracelular, tienen una mayor produccién de Inmunoglobulina G (IgG-total) en
contra de Babesia bigemina, Anaplasma marginale y Mycobacterium avium sp.
paratuberculosis, asi como una mayor produccion de IFN-gamma en comparacion

con los bovinos caracterizados como susceptibles.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Asociar la producciéon de IgG-total e interferbn-gamma contra Babesia bigemina,
Anaplasma marginale y Mycobacterium avium sp. paratuberculosis, con el fenotipo
de resistencia natural a patégenos de vida intracelular, en bovinos Cebu
previamente caracterizados como resistentes o susceptibles por medio de

ensayos microbicidas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Medir la respuesta inmune humoral, mediante la identificacion de IgG total
contra Babesia bigemina, Anaplasma marginale y Mycobacterium avium sp.
paratuberculosis, en bovinos Cebu caracterizados como resistentes o
susceptibles a patégenos bacterianos de vida intracelular.

2. Medir la respuesta inmune celular, mediante la identificacion de IFN-gamma
contra Babesia bigemina, Anaplasma marginale y Mycobacterium avium sp.
paratuberculosis, en bovinos Cebu caracterizados como resistentes o
susceptibles a patégenos bacterianos de vida intracelular.

3. Asociar la producciéon de IgG-total e IFN-gamma con el fenotipo de

resistencia natural en bovinos Cebu.
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6. METODOLOGIA

6.1 Poblacion de estudio

El estudio se realiz6 en bovinos cebl de la raza Brahman que se encuentran en
un hato libre de tuberculosis y brucelosis bovina, perteneciente al Centro de
Ensefianza, Investigacion y Extensién en Ganaderia Tropical (CEIEGT) de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de la UNAM, ubicado en el
Municipio Martinez de la Torre en el Estado de Veracruz. Esta region se
caracteriza por tener un clima tropical, temperatura promedio anual de 23.4°C, y
precipitacion anual de 1840mm. Estado en el cual predomina la garrapata R.
microplus, responsable de la transmisién de B. bigemina, B. bovis y A. marginale.

Ademas, existe el antecedente de la presencia de MAP en la region.

Los bovinos que se incluyeron en el estudio fueron 20 hembras de entre 3 y 13
afios (promedio 6.5 afios) de edad, las cuales fueron previamente caracterizadas
como resistentes (10) o susceptibles (10) a patdogenos de vida intracelular
mediante el empleo de ensayos microbicidas utilizando M. bovis BCG o B. abortus
(Anexo 1).

Se evalu6 el nivel de produccion de anticuerpos (IgG total) e IFN-y frente a B.
bigemina, A. marginale y M. avium spp paratuberculosis. El analisis de las
muestras se realiz6 en: el Laboratorio de Investigacién en Tuberculosis Bovina del
Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la FMVZ de la UNAM; en el
Laboratorio de Inmunologia y Vacunas de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autonoma de Querétaro; en el Laboratorio de Anaplasmosis bovina
del CENID-PaVet, INIFAP (Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias), Jiutepec, Mor., y en el Laboratorio de Investigacién en
Tuberculosis y Paratuberculosis Bovina del CENID en Salud Animal e Inocuidad
del INIFAP, en Cuajimalpa, CDMX.
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6.2 Colecta, conservacion y transporte de las muestras de sangre.

Se realizaron tres muestreos con intervalos de un mes (octubre, noviembre,
diciembre del 2019), para tener mejores posibilidades en la evaluacion de la
respuesta inmune. En cada muestreo los bovinos seleccionados para el estudio se
colocaron en una manga, se sujetaron correctamente y se procedio a tomar las
muestras de forma aséptica (arteria coccigea). Para medir la produccion de
anticuerpos se colectaron 10ml de sangre en tubos vacutainer sin anticoagulante,
mientras que para medir la produccion de IFN-y se colectaron 10ml de sangre en
tubos vacutainer con heparina de sodio como anticoagulante (Sanchez et al.,
2018). Luego de la colecta, las muestras se transportaron al laboratorio protegidas
de la luz solar. Las muestras sin anticoagulante se conservaron a temperaturas de
refrigeracibn hasta su procesamiento, mientras que las muestras con

anticoagulante se procesaron durante las primeras horas de haberse obtenido.

6.3 RESPUESTA INMUNE HUMORAL

Extraccion del suero sanguineo de las muestras colectadas.

Una vez que se dio el proceso de coagulacion, se tomaron los tubos con las
muestras, se centrifugaron a 2500 x g por 15 min, luego se procedio a extraer el
suero, con la ayuda de una micropipeta se obtuvo la mayor cantidad de suero
posible y se coloco en tubos eppendorf de 1.5 mly 0.5 ml. El suero se conservo a

-20°C, hasta su procesamiento.

6.3.1 Inmunofluorescencia indirecta (IFl) para la deteccién de anticuerpos
contra B. bigemina
Este proceso se realiz6 de acuerdo a lo publicado en el manual de la OIE (2008)

con algunas modificaciones.

Los frotis sanguineos (realizados con sangre infectada con B. bigemina),
necesarios para realizar las pruebas de inmunofluorescencia fueron donados por
el grupo de investigacion del Dr. Juan Mosqueda del Laboratorio de Inmunologia y

Vacunas de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autébnoma de
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Querétaro. Los frotis se conservaron a -80°C. Todas las muestras de suero
inicialmente fueron analizadas, utilizando la dilucion 1:80, empleada para
diagnostico (Zapata et al., 2011). Luego se realizaron diluciones dobles seriadas
(1/40-1/640) de los sueros problema para determinar el titulo de anticuerpos, la
dilucion de los sueros control fue de 1:80. En los portaobjetos con el antigeno
(frotis sanguineos) se marcaron 6 circulos con esmalte negro para crear divisiones
hidrofébicas, y con la ayuda de una micropipeta se afiadieron 50 ul de cada
dilucién de suero por pozo. Las preparaciones se incubaron a 37°C durante 30 min
en una cadmara humeda. En cada portaobjeto de prueba se emplearon como
controles diluciones de sueros positivos y negativos. Después de la incubacion, los
portaobjetos se lavaron cuidadosamente tres veces con PBST20 (PBS Tween 20).
El conjugado (Alexa Fluor® 488 AffiniPure Rabbit Anti-Bovine IgG (H+L)) (Jackson
Immuno Research Laboratories, Baltimore, USA) se diluy6 1/200 en PBST20, una
vez secos los pozos se afiadié en cada segmento de prueba 50 ul del conjugado.
Luego se incubo a 37°C durante 30 min, y se realizaron lavados como se describid
anteriormente. Se eliminé por completo el PBS, y los portaobjetos se secaron a
temperatura ambiente cubiertos de la luz. Finalmente se coloc6 una gota de
glicerina con PBS (1:1), y se examinaron mediante microscopia de fluorescencia
(Microscopio Leica DM2500, Alemania). La seroreactividad se establecié como la

presencia de fluorescencia evidente sobre glébulos rojos parasitados.

Los resultados se expresan como titulos de anticuerpos, por lo que se obtuvo el
titulo promedio geométrico (TPG) por animal (promedio de tres muestreos), esto
porque la media geométrica es afectada por valores extremos en menor cantidad
gue lo es la media aritmética. Finalmente se obtuvo la media por grupo (resistente

y susceptible)

6.3.2 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA-indirecto)
(PAdianaVET) para medir la produccion de anticuerpos contra A. marginale

Para medir la produccion de anticuerpos en los sueros, se empleo un kit de ELISA
indirecto denominado PAdianaVET (elaborado en el Centro Nacional de
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Investigacion en Parasitologia Veterinaria del INIFAP, para el diagnostico de
Anaplasmosis Bovina) que utiliza un antigeno crudo de A. marginale preparado en
el INIFAP. Primero se hidratd la placa, para ello se extrajo cuidadosamente del
empaque plastico teniendo cuidado de no tocar la parte inferior de la misma, ya
gue se puede distorsionar la lectura de la densidad Optica. Se depositdé en cada
pozo 200 pl de Solucién de SSAFT20 (solucion salina reguladora de fosfatos pH
7.2/Tween 20) y se incubd por 5 min a temperatura ambiente (TA). Se eliminé el
contenido de la placa, se depositdé en cada pozo 200 pl de solucion de bloqueo, se
tapd e incubd por 60 min a 37° C, y se realizaron tres lavados con 200ul de
SSAFT20 por 5 min. Luego se diluyeron 1:100 en solucién de SSAFT20 todas las
muestras de suero problema utilizando tubos para micro-centrifuga de 1.5 ml
nuevos. Los controles positivo y negativo se diluyeron 1:50 ya que estan
preservados v/v en glicerina. Se homogenizaron en vortex cada una de las
diluciones por 10 seg. Se agreg6 200 pl de suero diluido por pozo, iniciando con
los controles blanco, positivo y negativo, identificando la distribucion de las
muestras y se incubd la placa a 37°C por 60 min. Se realizaron 3 lavados como se
describié anteriormente. Para preparar el conjugado se diluyé 1:5000 el anticuerpo
secundario anti-lgG bovino conjugado con fosfatasa-alcalina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA), en Solucion de SSAFT20 (21 ml de SSAFT20 + 21 ul de conjugado
para 1 placa). Se agregd 200 ul del conjugado diluido por pozo, nuevamente se
incubd la placa cubierta a 37°C por 60 min, y se realizaron 3 lavados con
SSAFT20. Para preparar la Solucion de Substrato, se disolvié la pastilla SIGMA
FAST TRIS BUFFER (No. T-8790) en 20 ml de agua bidestilada y se agregé la
pastilla SIGMA FAST p-NPP (No. N 2765), una vez preparado el substrato se
elimind el contenido de la placa, se lavo tres veces y se deposité 200 ul por pozo
del substrato previamente preparado y se incubaron las placas por 60 min a 37°C.
Finalmente, la reaccion se registr6 mediante un espectrofotometro (Microplate
RDR-Imark W/SW MpM6 - BioRAD), ajustado a una longitud de onda de 405 nm.

Los datos se expresaron en valores de Densidad Optica (OD).
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Para el analisis de los resultados se tomaron en cuenta los siguientes parametros:
el valor promedio de los pozos blanco, el promedio de los valores positivos y
negativos con sus respectivas desviaciones estdndar. La linea de corte se
estableci6 tomando el valor promedio de los negativos mas tres veces su

desviacion estandar.

6.3.3 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA-indirecto) para
medir la produccidon de anticuerpos contra MAP

Para medir la produccion de anticuerpos contra MAP, se utilizd la técnica de
ELISA indirecta de acuerdo a lo descrito por Martinez et al. (2012), para ello se
utilizaron sueros controles positivos y negativos y un conjugado anti IgG bovino
marcado con peroxidasa de rabano (HRP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Los
ensayos se realizaron en placas de 96 pozos sensibilizados con antigeno
protoplasmético de MAP cepa 3065, aislada de una muestra de heces de ovino.
Las placas fueron blogqueadas y estaban listas para su uso. Para iniciar los
ensayos se realizé una dilucién de los sueros problema de 1:160, asi en cada
placa se colocaron en sus pozos correspondientes 100 ul de los sueros testigos
negativos o positivos; y 100 ul de los sueros (diluidos) problema por triplicado, se
incubaron a temperatura ambiente por 30 min en agitacion, y se realizaron cuatro
lavados con 300 pl de PBST. Luego se agregd 100 pl del conjugado (dilucién
1:10000) en cada pozo, se incubaron a temperatura ambiente por 30 min en
agitacion, se eliminé el contenido de la placa y se lavé cuatro veces con PBS-
Tween. Posteriormente se agregé a cada pozo 200 yl de OPD (SIGMAFAST™
OPD Tablet set, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), y se incubé a temperatura
ambiente por 30 min en agitacion, cubiertos de la luz. Finalmente se agreg6 50 ul
de la solucion de paro. La lectura se realizo con la ayuda de un espectrofotometro
(Thermo Labsystems - Multiskan Ascent Microplate Reader 354, California, USA),
ajustado a una longitud de onda de 492 nm. Se analiza cada resultado y se
compara con el punto de corte establecido (0.22), todos los valores iguales o

superiores se consideraron positivos.
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6.4 RESPUESTA INMUNE CELULAR

Para medir la produccion de IFN-y contra B. bigemina, A. marginale y M. avium
spp paratuberculosis, se realiz6 un ensayo IGRA empleando cultivos de sangre
completa (Parsons et al., 2012; Sdnchez et al., 2018).

6.4.1 Obtencidn de los antigenos

El antigeno crudo de B. bigemina fue donado por el grupo de investigacién en
Babesiosis bovina del Dr. Juan Joel Mosqueda de la Universidad Autbnoma de
Querétaro. El antigeno crudo de A. marginale fue donado por el Dr. Sergio
Rodriguez Camarillo, PhD. Coordinador de la Unidad CENID-Parasitologia
Veterinaria, INIFAP, Col. Progreso, Jiutepec, Mor. Y el antigeno de MAP, que se
utilizé fue el PPD aviar (PPDA) que viene incluido en el kit comercial BOVIGAM®
(Mycobacterium bovis Gamma Interferon Test Kit for Cattle (Prionics, Schlieren-
Zurich, Suiza)).

Tabla 1. Antigenos utilizados para estimular a los linfocitos en cultivos de
sangre completa.

Patégeno Antigeno

B. bigemina Extracto crudo de merozoitos de B.

bigemina cepa Nayarit

A. marginale Extracto crudo de cuerpos iniciales
de A. marginale cepa Tizimin
M. avium spp | PPD aviar del kit BOVIGAM

paratuberculosis

6.4.2 Determinacion de la produccion de IFN-y
Para evaluar la produccion de IFN-y, se colectaron muestras de sangre en tubos

vacutainer con heparina de sodio como anticoagulante de todos los animales
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incluidos en el estudio. Una vez colectadas las muestras se procesaron durante

las primeras 10 horas de haberse obtenido.

Previo al analisis de las muestras de los 20 bovinos, se procedié a verificar la
funcionalidad de los antigenos, por lo que se obtuvieron muestras de animales que
se sabia que tenian la infeccidn. Asi para probar el antigeno crudo de A. marginale
se tomaron muestras de sangre de un bovino hembra perteneciente al INIFAP de
Jiutepec, Morelos, la cual tenia una anaplasmosis activa. Se probaron dos
concentraciones del antigeno 15 pg/mly 20 pg/ml, con el fin de definir la cantidad
a usar. En el caso del antigeno crudo de B. bigemina, se utilizaron muestras de
cuatro bovinos seropositivos a la infeccion pertenecientes al INIFAP de Jiutepec-
Morelos, los estimulos se llevaron a cabo con 15 pg/mly 20 pg/ml de antigeno.
Para probar la funcionalidad del PPDA que viene incluido en el kit Bovigam, se
tomaron muestras de cinco ovinos pertenecientes al CEIEGT de la FMVZ de la
UNAM, un hato con antecedentes de paratuberculosis. En este caso las muestras
se incubaron por 20, 68 y 120 horas con el objetivo de decidir el tiempo de
incubacion 6ptimo que permita obtener una cantidad medible de IFN-y. Una vez
definido las concentraciones y el tiempo de incubacion, se procedio a analizar las

muestras problema.

Los estimulos se realizaron en placas (Corning™ Microplacas de poliestireno
fondo plano) para cultivo celular de 96 pozos. La sangre completa se diluyé a
razén de 1:5 en Medio RPMI 1640 (Gibco™) suplementado con penicilina y
estreptomicina; de tal forma que se colocaron en cada pozo 208 ul de sangre
completa y 52 ul de Medio RPMI 1640 suplementado con penicilina y
estreptomicina. Se incubaron por triplicado con PPD aviar (PPDA) (5 upg/ml),
antigeno crudo de A. marginale (15 pg/ml) (Bautista et al., 2003; Dernivoix et al.,
2017), 10 pl de PBS 1X estéril (control negativo), y 10 pl del mitégeno
concanavalina ConA (1 ug/ul) (control positivo). Se incubaron por 5 dias en una
incubadora a 37°C con 5% CO2. Luego se recuperaron los sobrenadantes y se

depositaron en placas de 96 pozos, las cuales se almacenaron a -20°C hasta su
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procesamiento. Posteriormente se evalud la produccion de IFN-y a través del kit
comercial BOVIGAM® (Prionics, Schlieren-Zurich, Suiza), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las densidades 6pticas (OD) se registraron en un
lector de placas de ELISA automatico (ELx808TM, BIOTEK Instruments, Inc.
USA), utilizando el filtro de 450nm (Sanchez et al., 2018).

6.5 Correlacién entre la produccion de anticuerpos y el fenotipo

Se realiz6 un analisis de Correlacion de Spearman (Spearman, 1904) para medir
la relacion entre la produccién de anticuerpos y el fenotipo de resistencia o
susceptibilidad en los 20 bovinos cebu. Los resultados de los ensayos para medir
anticuerpos se expresan en OD o titulos promedios geométricos de anticuerpos
(TPG), mientras que el fenotipo se define en base al % de sobrevida, es decir
capacidad de los macréfagos para permitir el crecimiento bacteriano, cuando el
crecimiento sea igual o inferior al 65% para M. bovis BCG o 70% para B. abortus
se consideran resistentes, y cuando es superior al 65% o 70% respectivamente se
designan como susceptibles. De tal forma que los andlisis de correlacién se

realizaron entre las OD o TPG y los % de sobrevida registrados por animal.

6.6 Aislamiento e identificacion de Mycobacterium avium sp.

paratuberculosis

6.6.1 Cultivo

Adicionalmente se tomaron muestras de heces de los 20 bovinos (2g/animal). Las
cuales se mantuvieron en tubos 50ml (Corning™ Falcon™) a -20°C hasta su
procesamiento. El cultivo se realiz6 en Medio Herrold con yema de huevo y
Micobactina, el cual se preparé de acuerdo a lo descrito por Payeur et al. (1993).
Para desinfectar las muestras se colocaron 40 ml de cloruro de hexadecilpiridinio
(HCP) en cada tubo, se mantuvieron en agitacion por una hora y luego se dejo
reposar toda la noche. Se colecté 5 ml del sobrenadante y de la capa intermedia
gue separa el sedimento, y se transfirié a tubos BD Vacutainer® de vidrio de 10

ml. Posteriormente se agrego a cada tubo 5 ml de Zephiran (0.3%), se incubaron
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por 30 min a temperatura ambiente y se centrifugaron a 2500 x g. Se descartd
parte del sobrenadante, dejando la pastilla con 2 ml del sobrenadante, del cual se
tomaron 10-20 pl para sembrar en los medios de cultivo. Cada muestra se
distribuyo por toda la superficie del medio, desde dentro hacia afuera. Los medios

se incubaron a 37°C, y se observaron cada semana, durante cinco semanas.

6.6.2 Microscopia

A la tercera semana de incubacion se observaron colonias caracteristicas de MAP
en cultivos de 11 bovinos. Posteriormente se tomaron muestras de las colonias, se
realizaron frotis y se examinaron al microscopio. Las muestras fueron tefiidas
segun el método de Ziehl-Neelsen (Carter, 1990; Weber et al., 2009).

6.7 Variables del estudio

En el presente estudio se incluyeron las siguientes variables: como variables
explicativas, bovinos de raza Brahman resistentes y susceptibles a patdgenos
bacterianos intracelulares, que hayan estado en contacto con B. bigemina, A.
marginale y/o MAP. Como variables de respuesta, nivel de produccién de
anticuerpos especificos y secrecidn especifica de IFN-y contra cada uno de los

patdbgenos mencionados.

6.8 Analisis estadistico

Para comparar el nivel de produccién de anticuerpos y de INF-y frente a B.
bigemina, A. marginale y MAP, entre bovinos caracterizados como resistentes o
susceptibles a patégenos bacterianos de vida intracelular, se empleé la prueba no
paramétrica U de Mann Whitney (Mann y Whitney, 1947). Mientras que para
determinar una asociacion entre la produccion de anticuerpos con el fenotipo de
resistencia o susceptibilidad en bovinos cebul, se realiz6 una Correlacion de
Spearman (Spearman, 1904). El analisis estadistico se desarroll6 usando
GraphPad Prism versién 8 (GraphPad Software, San Diego, California USA).
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7. RESULTADOS
7.1 RESPUESTA INMUNE HUMORAL

7.1.1 Anticuerpos contra B. bigemina (IFl indirecta)

Se realizaron cinco diluciones dobles seriadas de cada suero problema (1:40-
1:640) para detectar anticuerpos contra B. bigemina. Se consideraron
seropositivos toda muestra en la cual se observaba fluorescencia en los eritrocitos
parasitados como indicativo de que los anticuerpos se adhieren a la pared de los
merozoitos de B. bigemina (Figura 5). Como se realizaron tres muestreos se
obtuvo un total de 60 muestras, todas fueron seropositivas a la dilucion 1:80.
Posteriormente se tituld6 cada muestra de suero, por lo que, por cada bovino se
obtuvieron tres valores (por tres muestreos), los cuales se promediaron. Los
resultados se presentan como titulo promedio geométrico por animal en cada
grupo (Figura 6A, B) (Anexo 2). Finalmente se obtiene el titulo promedio
geométrico por grupo, en los resistentes se observa un titulo promedio de 1:463,
mientras que en los susceptibles fue de 1:266. Al comparar los titulos promedio se
determindé que hay una diferencia estadistica significativa en la produccion de
anticuerpos entre el grupo resistente y susceptible (p=0.0123) (p<0.05) (Figura
70).
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Figura 5.- Inmunofluorescencia indirecta para detectar anticuerpos especificos
a Babesia bigemina. (A) Merozoitos fluorescentes (formas ovaladas) en el interior

de eritrocitos infectados. (B) Eritrocitos no parasitados.
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Figura 6.- Produccion de anticuerpos especificos contra Babesia bigemina.
Titulo promedio geométrico de tres muestreos por animal, en el grupo resistente
(A) y susceptible (B). (C) comparacion de titulo promedio de anticuerpos entre el
grupo resistente (R) y susceptible (S). p=0.0123 *(significativo) p<0.05. (Media

geométrica £ SD geométrica).

7.1.2 Anticuerpos contra A. marginale (ELISA indirecto)

Una vez que se obtuvieron los valores de absorbancia, se procedié a determinar el
punto de corte, el cual fue de 0.192 (OD), de tal forma que se considerd positiva
toda muestra que registré una densidad Optica igual o superior al punto de corte.
De los 20 bovinos estudiados 10 fueron seropositivos, de los cuales cinco
pertenecen al grupo resistente y cinco al susceptible (Anexo 3). Se realizaron tres
muestreos por animal, al final se promediaron las absorbancias registradas, asi en
la Figura 7 (A, B) se presentan las OD promedio por animal en cada uno de los
grupos. Posteriormente se promediaron las OD por grupo. Los resistentes
muestran una OD en promedio de 0.305, mientras que en los susceptibles es de
0.222. Se realiz6 una comparacion de medias empleando la prueba U de Mann
Whitney, a través de la cual se determind que no existe diferencia estadistica
significativa en la produccién de anticuerpos contra A. marginale entre el grupo de

bovinos resistente y el grupo susceptible (p=0.0556) (p>0.05) (Figura 7C).
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Figura 7.- Produccién de anticuerpos especificos contra Anaplasma
marginale. (A, B) OD registradas por animal en cada uno de los grupos, A:
Resistentes, B: Susceptibles, cada circulo (e) representa el promedio de tres
muestreos por animal. Controles de la técnica (0). (C) comparacion de medias
entre los grupos resistente (R.) y susceptible (S.) (p=0.0556) ns (no significativo)
p>0.05. (Media + SD).
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7.1.3 Anticuerpos contra M. avium sp. paratuberculosis (ELISA indirecto)

Se analizé cada muestra por triplicado, y se registraron las densidades Opticas,
cada resultado se analizé en base al punto de corte establecido (0.22 OD), de tal
forma que los 20 bovinos fueron serolégicamente positivos (Anexo 4). Para
comparar el nivel de produccion de anticuerpos entre el grupo de resistentes y
susceptibles, se promediaron las densidades Opticas obtenidas de todos los
animales en los tres muestreos, asi en el grupo de resistentes se observaron OD
que van entre 0.291-0.711 con un promedio de 0.445, mientras que en el grupo de
susceptibles las OD fueron de 0.275-0.877 con un promedio de 0.609 (Figura 8A,
B). Al comparar las medias entre los grupos se determina que existe una
diferencia estadistica significativa de la produccién de anticuerpos (p=0.0376)
(p<0.05) (Figura 8C).
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Figura 8.- Produccion de anticuerpos especificos contra MAP (A, B) OD
registradas por animal, A: grupo resistente, B: grupo susceptible, cada circulo (e)
representa el promedio de las OD de tres muestreos. Controles de la técnica (0).
(C) comparacion de la produccién de anticuerpos entre grupo resistente (R.) y
susceptible (S.). (p=0.0376) *p<0.05. (Media £ SD).

7.1.4 Correlacion entre la produccién de anticuerpos y el fenotipo

Los 20 bovinos demostraron correlacién negativa entre los niveles de produccion
de anticuerpos especificos a B. bigemina representados como el titulo promedio
geométrico y % de sobrevida (que define el fenotipo) (r=-0.6280, p=0.0015)
(Figura 9A). Sin embargo, solo el 39% de la variabilidad observada en el titulo de
anticuerpos esta explicada por la relaciéon con el % de sobrevida (r?=0.3944). Por
el contrario, los mismos animales demostraron correlacién positiva entre niveles
de produccion de anticuerpos especificos a MAP representados por OD y % de
sobrevida de los 20 bovinos, se encontré una correlacion con pendiente positiva
(r=0.4301, p=0.0292). En este caso, el 18% de la variabilidad observada en las OD
esta explicado por la relacién con % de sobrevida registrado en cada individuo
(r°=0.1849) (Figura 9B). Al analizar los resultados obtenidos de los 10 bovinos que

registraron produccion de anticuerpos contra A. marginale, no se encontrd una
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correlacion estadistica significativa entre niveles de anticuerpos (representados
por OD) y % de sobrevida (r=-0.3951, p=0.1286) (Figura 9C).
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Figura 9.- Correlacion de Spearman para produccién de anticuerpos con el
porcentaje de sobrevida que define el fenotipo de resistencia o susceptibilidad. (A)
Correlacion negativa entre TPG de anticuerpos especificos B. bigemina y el % de
sobrevida; (B) correlacion positiva entre la produccion de anticuerpos (OD)
especificos a MAP y % de sobrevida; (C) no hay correlacién estadistica
significativa entre produccion de anticuerpos especificos contra A. marginale (OD)
y % de sobrevida. p<0.05
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7.2 RESPUESTA INMUNE CELULAR

7.2.1 Ensayo de liberacion de IFN-y (IGRA)

Para medir la produccion de IFN-y primero se estimuld a los linfocitos T con el
antigeno respectivo en cultivos de sangre completa. En este estudio se propuso
medir la produccion de IFN-y contra A. marginale, MAP y B. bigemina. Los
antigenos utilizados fueron: extracto crudo de cuerpos iniciales de A. marginale,
extracto crudo de merozoitos de B. bigemina y PPDA. Previo a realizar los
ensayos se probo la funcionalidad de los antigenos, para lo cual se utilizaron
cultivos de sangre de animales infectados con los patégenos antes mencionados.
La produccién de IFN-y se midié en el sobrenadante de los cultivos por medio de
una ELISA indirecta. En la Figura 10 se observa produccion de IFN-y en cultivos
que fueron estimulados con dos volumenes del antigeno crudo de A. marginale,
comprobando que tienen el mismo efecto, por lo que se decidi6 utilizar la
concentracion de 15 pg/ml para estimular cultivos de sangre de los bovinos
incluidos en el estudio (Anexo 5). De igual forma se verifico la funcionalidad del
PPDA en un grupo de ovinos de un hato con antecedentes de paratuberculosis,
para lo cual los cultivos de sangre completa se estimularon con 5 pg/ml de PPDA
de acuerdo a lo recomendado en el inserto y se observé produccion de IFN-y a las
20, 68 y 120 horas (Figura 11) (Anexo 6). Con base en estos resultados se
pudieron definir los volumenes de 15 ug/ml de antigeno crudo de A. marginale por
muestra y 5 pg/ml de PPDA para estimular los cultivos de sangre completa por un
tiempo de incubacion de cinco dias. Con respecto al antigeno crudo de B.
bigemina, no se pudo probar si era capaz de estimular a los linfocitos en cultivos
de sangre completa. Ya que se obtuvieron resultados negativos al probar dos
concentraciones del antigeno en cuatro muestras de bovinos seropositivos a la

infeccion (Figura 12) (Anexo 7).
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Figura 10.- Produccion de IFN-y frente al antigeno de Anaplasma marginale
en cultivo de sangre completa. Cultivos incubados por 5 dias con 15ug/ml y
20ug/ml de antigeno crudo de A. marginale (A.m.); PBS (control negativo) o ConA
(control positivo). Los sobrenadantes se analizaron por ELISA y los resultados se
presentan como la media de dos replicas. Se obtiene OD de 1.820 y 1.793 al

estimular con 15 pug/mly 20 pg/ml del extracto respectivamente. (Media + SD).
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Figura 11.- Produccién de IFN-y frente al antigeno de MAP en cultivo de
sangre completa. Cultivos de sangre de ovinos incubados con 5ug/ml de PPDA,;

PBS (control negativo) o ConA (control positivo). Los sobrenadantes se colectaron
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en tres tiempos diferentes, se analizaron por ELISA y los resultados se presentan

en OD. Cada barra representa el promedio de un total de cinco ovinos.
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Figura 12.- Produccién de IFN-y frente al antigeno de Babesia bigemina en
cultivo de sangre completa. Cultivos incubados por cinco dias con 15 ug/mly 20
pg/ml del antigeno crudo de B. bigemina (B.b). Muestras de cuatro bovinos
seropositivos a B. bigemina (6397, 6557, 6371, 6556), PBS (control negativo) o
ConA (control positivo), CTRL (controles de la técnica). Los sobrenadantes se

analizaron por ELISA y los resultados se presentan en OD.

Una vez comprobado que los antigenos eran funcionales, se procedié a realizar
los estimulos en los cultivos de sangre completa de los bovinos caracterizados
como resistentes o susceptibles, los resultados fueron negativos para los 20
bovinos en los tres muestreos, ya que se registraron OD similares a los controles
negativos en todos los sobrenadantes de los cultivos, estimulados tanto con el
antigeno de A. marginale y M. avium spp paratuberculosis (Figura 13A, B) (Anexo
8).
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Figura 13.- Produccion de IFN-y frente al antigeno de Anaplasma marginale y
al PPDA en cultivo de sangre completa de bovinos. Cultivos de sangre incubados
por 5 dias con 15 pg de antigeno crudo de A. marginale (A.m.), 5 pg de PPDA;
PBS (control negativo) y ConA (control positivo); ctrl+ y ctrl- (controles de la
técnica). (A) resistentes), (B) susceptibles. Los resultados se presentan como la
media de un total de 10 bovinos (Media + SD).

Luego de analizar todos los resultados obtenidos, se puede observar que los 20
bovinos incluidos en el estudio fueron serolégicamente positivos, es decir
producen anticuerpos contra A. marginale, B. bigemina y MAP, sin embargo, todos
fueron negativos en los ensayos IGRA, no hubo produccién de IFN-y frente a los

antigenos utilizados de A. marginale y MAP (Anexo 9)

7.3 Aislamiento e identificacion de MAP

Al realizar los cultivos de las 20 muestras, se encontraron colonias caracteristicas
de MAP en 17 muestras a la quinta semana de incubacién, lo cual representa un

65% de positivos (Figura 14A). Mientras que en los andlisis de microscopia se

47



encontraron bacterias acido alcohol-resistentes (BAAR) en los frotis de las 11

muestras analizadas a la tercera semana de realizado los cultivos (Figura 14B).

A

|
1

Figura 14.- Aislamiento e identificacion de MAP a partir de muestras de
materia fecal. (A) Colonias caracteristicas de MAP obtenidas mediante el cultivo
de muestras de materia fecal en medio de cultivo Herrold suplementado con
micobactina (flechas negras). (B) Bacilos acido alcohol-resistentes en frotis a partir

de cultivos de muestras de heces, tefiidos por la técnica de Ziehl-Neelsen.
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8. DISCUSION

Los efectores finales de las respuesta inmune humoral y celular, como anticuerpos
e IFN-y respectivamente, son clave en la respuesta del huésped contra
infecciones causadas por A. marginale, B. bigemina o MAP. Varios estudios
revelan que luego de una infeccidén con cualquiera de los patégenos mencionados,
el huésped desarrolla una respuesta inmune mediada por células con el objetivo
de controlar la diseminacion de los patégenos por el organismo. A medida que
progresa la enfermedad también se desarrolla una respuesta mediada por
anticuerpos que pueden desempefiar funciones como opsoninas y favorecer la
eliminacién de los microorganismos por parte de las células fagociticas o llegar a
neutralizarlos y asi contrarrestar la infeccion (Martinez et al., 2012; Maroudam et
al., 2015; Brown et al., 1998b; Norimine et al., 2003; Zhao et al., 2016).

La resistencia natural podria estar asociada con varios factores, como la respuesta
inmune. Por lo que se consider6 que bovinos clasificados como resistentes
tendrian una mayor produccion de anticuerpos especificos e IFN-y, en
comparacion con bovinos clasificados como susceptibles, ademas porque bovinos
resistentes poseen macrofagos con mayor capacidad para controlar el crecimiento
bacteriano (Qureshi et al., 1996). Por lo tanto, se decidi6 asociar la respuesta
inmune humoral y celular con resistencia o susceptibilidad. Si bien no fue posible
asociar la respuesta inmune celular, debido a que no se encontré produccion de
IFN-y, lo que se pudo hacer, fue asociar la respuesta inmune humoral, midiendo
produccion de anticuerpos. Los resultados indican que la asociacion con un

fenotipo u otro podria depender del antigeno.

Al realizar las pruebas seroldgicas, se encontré que los bovinos incluidos en el
estudio desarrollaron una respuesta inmune humoral especifica en contra de A.
marginale, B. bigemina o MAP. Todos los bovinos del estudio (10 resistentes y 10
susceptibles) resultaron seropositivos a B. bigemina y MAP, lo cual indica que los
bovinos entraron en contacto con estos patdgenos. Sin embargo, solo la mitad de

los animales fueron seropositivos (5 resistentes y 5 susceptibles) a A. marginale.
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Esto ultimo podria deberse a que no todos los bovinos entraron en contacto con A.
marginale durante su vida. Probablemente se deba a que la cantidad de este
patégeno en el predio no sea tan significativo. Lo cual también explicaria las OD
registradas al realizar la ELISA para A. marginale. Ya que los valores obtenidos
clasifican a 10 muestras en el grupo de seropositivos, pero estos en promedio no
superan una absorbancia de 0.3, que es tres veces menor a la registrada en el
control positivo. Lo que indica que la produccion de anticuerpos especificos a A.
marginale es muy baja en la poblacion de bovinos del estudio.

Considerando como limitante el hecho de no poder identificar el momento exacto
de la infeccion, se realizaron tres muestreos con el propdésito de reducir el error en
los resultados, sobre todo porque el periodo de incubacion de cada una de las
enfermedades es diferente (Lopez et al., 2008; Rodriguez et al., 2009; Valentin-
Weigand y Goethe, 1999). También es necesario mencionar que no se determind
si los anticuerpos producidos estaban relacionados con el control de los
patégenos, ya que no se identificé el subtipo de anticuerpos IgG, tomando en
cuenta que el subtipo IgG2 tiene una mayor capacidad de fijar el complemento y
actuar como opsonina (Petrigh, 2010). Por lo tanto, como experimentos
adicionales, se podria realizar un ELISA para identificar el isotipo de anticuerpos; o
llevar a cabo ensayos de seroneutralizacion. Ademas, para el caso de B.
bigemina, en las IFls se utiliz6 un conjugado que reconoce la molécula completa
de 1gG bovino, pero también podria reconocer las cadenas ligeras de otras
inmunoglobulinas. En este punto nos encontramos con la limitante de que los
resultados obtenidos de las IFls no indican exclusivamente produccién de IgG-

total, pero si de anticuerpos especificos a B. bigemina.

Se comparod la produccion media de anticuerpos entre los grupos resistente y
susceptible. De tal forma que al medir produccién de anticuerpos especificos
contra B. bigemina, en el grupo resistente se obtuvo un titulo de anticuerpos
promedio de 463, mientras que en los susceptibles fue de 266. Por lo que se

encontré una diferencia estadisticamente significativa. Esto indica que los bovinos
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resistentes generan una mayor produccion de anticuerpos especificos a B.
bigemina. Se conoce previamente que los macrofagos de los bovinos resistentes
tienen una mayor capacidad para controlar el crecimiento de B. abortus. Asi
también se ha encontrado mayor produccién de anticuerpos en bovinos
caracterizados como resistentes a B. abortus (Martinez et al., 2010). Con los
resultados del presente estudio, se podria decir que dichos macréfagos también
tendrian la capacidad para controlar la sobrevida de B. bigemina. Por lo tanto,
realizarian una eficiente fagocitosis y procesamiento de eritrocitos parasitados.
Una mejor presentacion de los antigenos a los linfocitos T, llevarian a desarrollar
una respuesta Thl o Th2, con la consiguiente produccion de citocinas que
ayudarian a definir la generacién de ciertos tipos de anticuerpos. En este caso no
se puede decir que los anticuerpos producidos estan relacionados con mejor
control y neutralizacién de los parasitos, ya que no se determiné el isotopo de

anticuerpos.

Al realizar el andlisis de correlacion de Spearman se observd una correlacion
negativa entre los niveles de produccién de anticuerpos especificos a B. bigemina
representados como el titulo promedio geométrico y el % de sobrevida (r=-0.6280,
p=0.0015), lo cual una vez mas indica que una mayor produccion de anticuerpos
esta asociada con el fenotipo de resistencia. Los resultados indican que hay una
relacion entre las dos variables. Sin embargo, Unicamente el 39% de la
variabilidad observada en el titulo de anticuerpos esta explicada por la relacion
con el % de sobrevida, mientras que el 61% restante se debe a otras variables.
Siendo importante considerar que en el desarrollo de anticuerpos también
intervienen otro tipo de células, como las células dendriticas que pueden
movilizarse y presentar eficientemente los antigenos a los Linfocitos T. Los
diferentes tipos de citocinas, destacando el papel del IFN-y en el aumento de la
expresion de las MHC 1 y I, las cuales son moléculas polimorficas, generando
diferencias entre individuos de una misma especie (Yewdell y Bennink, 1992).

También, es importante considerar la proliferacién celular, mientras mas namero
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de clonas, la respuesta serd mayor. En la respuesta inmune humoral destaca la
activacion de los linfocitos B, la cual depende del reconocimiento del antigeno, la
intervencion de otros estimulos como proteinas del complemento y de los linfocitos
T cooperadores. La activacion incluye proliferacion, diferenciacion en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos y linfocitos B de memoria. En el proceso de
produccion de anticuerpos, se activan genes que favorecen al cambio de clase y la
maduracion de afinidad relacionada con hipermutacion somatica. El numero de
mutaciones aumenta durante la respuesta inmune, sobre todo en respuestas
posteriores. De tal forma que conforme aumenta la edad, se incrementa el nUmero
de mutaciones, lo cual indica que hay un mayor namero de células B de memoria
que entran en el proceso de hipermutacion somatica (Abbas et al., 2018). Este
proceso se lleva a cabo en los centros germinales, por lo que la presencia del
antigeno en estas zonas y la intervencion directa de los linfocitos T, favorece la
proliferacion de clonas con mayor afinidad (Garcia, 2000). Por lo tanto, una
variacion en el desarrollo de la respuesta inmune podria afectar la magnitud de la

respuesta entre individuos.

Al comparar la produccion media de anticuerpos contra MAP, expresados en OD,
se observa que es mayor en el grupo susceptible (0.609 OD) que en el resistente
(0.445 OD). Estos resultados indican que la respuesta inmune humoral no esta
relacionada con el fenotipo de resistencia, como sucede en el caso de anticuerpos
contra B. bigemina. Lo cual se comprueba con el analisis de correlacion de
Spearman. En este caso se encontré una correlacion positiva entre los niveles de
produccion de anticuerpos especificos a MAP representados como OD y % de
sobrevida (r=0.4301, p=0.0292), lo que quiere decir que animales con el fenotipo
de susceptibilidad tienen mayor produccion de anticuerpos. Se encontré relacion
entre las dos variables, pero solo el 18% de la variabilidad observada en las OD
esta explicado por la relacion con el % de sobrevida, mientras que el 82% restante
se debe a otros factores, como los antes mencionados. Si bien el fenotipo de

resistencia se maneja como capacidad de macrofagos para controlar el
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crecimiento intracelular, por ende, una respuesta mas eficiente para controlar una
infeccion. Sin embargo, en una infeccion ocasionada por MAP, no necesariamente
una mayor produccién de anticuerpos esta relacionada con proteccién o eficiente
control de la micobacteria. Incluso se considera que una respuesta inmune
mediada por anticuerpos esta relacionada con una mayor eliminacién de
micobacterias a través de las heces (Magombedze et al.,, 2016). La diferencia
observada en la produccion de anticuerpos especificos a B. bigemina o MAP,
tanto en el grupo de bovinos resistentes como susceptibles, no se vio influenciada
por la edad de los animales, ya que al emplear el estadistico U de Mann Whitney
no se encontrd diferencia estadistica significativa en la media de edad entre los
grupos (p=0.1108; p>0.05). La edad promedio en el grupo de bovinos resistentes
fue de 5.4 afos, mientras que en el grupo susceptible fue de 7.5 afos.

En relacién con los anticuerpos contra A. marginale no se encontré diferencia
estadistica significativa entre los grupos resistente y susceptible, por lo tanto,
tampoco se determind una correlacidn estadistica significativa entre produccién de
anticuerpos y el fenotipo (resistente o susceptible). En este caso es importante
tomar en cuenta que la n es muy pequefa, ya que Unicamente se tienen cinco
animales en cada grupo, por lo que los datos no son suficientes para demostrar
comportamientos diferentes de la respuesta inmune. Ademas, estaria relacionado
con la cantidad de antigeno inoculada y la etapa de la enfermedad, tomando en
cuenta la baja respuesta de anticuerpos especificos a A. marginale registrada en

los animales muestreados.

Como se sefialé6 anteriormente, se encontr0 asociacion entre niveles de
anticuerpos y la resistencia natural. Con estos resultados, se considera a los
anticuerpos como un factor inmune que esta relacionado con la resistencia a
enfermedades. En conjunto con otros factores, como se ha publicado en estudios
previos. Asi, por ejemplo, se ha encontrado asociacién entre variantes alélicas del
gen CLECT7A vy la resistencia a MAP. El gen CLEC7A codifica una molécula de

reconocimiento de patrones del sistema inmune innato y se expresa en APC y
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células fagociticas (Kumar et al.,, 2019). También se ha encontrado asociacion
entre los alelos 16 (10%), 18 (2.4%), 20 (8.7%), y 27 (30.7%) del gen BoLA-
DRB3.2, con la presencia de un menor nimero de garrapatas en bovinos. A su
vez consideran que estos alelos estan relacionados con la resistencia a garrapatas
(Martinez et al., 2006). En un estudio de resistencia a B. abortus en ganado
bovino, encuentran asociacion entre el fenotipo de resistencia y los marcadores
SNP4 y 3'UTR del gen Sicllal (también llamado Nrampl: proteina tras
membrana que se expresa en macrofagos, asociado con resistencia natural)
(Martinez et al., 2010). Ademas, se ha reportado que una mayor produccién de
ON estaria asociado con el fenotipo de resistencia. Asi, en un estudio encontraron
que, macrofagos que tenian una mejor capacidad para controlar el crecimiento de

M. bovis, presentaban una mayor produccién de ON (Esquivel-Solis et al., 2013).

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede notar que hay un
comportamiento particular de la respuesta inmune de los bovinos frente a la
infeccién causada por A. marginale o MAP. Como se describié anteriormente los
20 bovinos incluidos en el estudio dieron resultados positivos a la produccion de
anticuerpos especificos para MAP, pero no hubo produccién de IFN-y en cultivos
estimulados con PPDA. Estos resultados coinciden con varios estudios en los
cuales se menciona que conforme progresa la enfermedad predomina un tipo de
respuesta inmune (Ganusov et al., 2015; Vazquez et al., 2013; Waters, 2003). La
paratuberculosis es una enfermedad que adquieren los animales a temprana
edad. De tal forma que los animales jévenes cuando se infectan desarrollan una
respuesta celular de tipo Thl con un incremento en la produccién de citocinas
como IFN-y, IL-12, IL-2 e IL-6, lo cual es caracteristico de la fase subclinica de la
enfermedad, con la eliminacién intermitente de micobacterias a través de las
heces. En esta fase es importante el papel de los linfocitos T ya que estimula a los
macrofagos a la destruccion de las micobacterias y a destruir macrofagos o
células dendriticas infectadas, mecanismo que realizan los linfocitos T citotoxicos

(Begg et al., 2011; Maroudam et al.,, 2015). Luego de un largo periodo de

54



incubacion que puede ser de 2 aflos 0 mas, la infeccion puede pasar a la fase
clinica donde ocurre un cambio en la respuesta inmune y se observa mayor
produccion de citocinas Th2 (IL-4, TGF-B) y Treg (IL-10), lo que lleva a un
incremento en la produccion de anticuerpos y a una disminucion de la produccion
de IFN-y (Coussens, 2004; Dernivoix et al., 2017). Esto podria explicar el porqué
de los resultados obtenidos, ya que todos los bovinos incluidos en el estudio
tenian més de tres afios de edad, eran hembras y algunas de ellas estaban en
periodo de gestacién o en lactancia, situaciones que condicionan para que los
animales pasen a la fase clinica de la enfermedad, esto por el estrés
inmunosupresor (Stabel y Goff, 2004). Ademas, se considera que una alta
respuesta mediada por anticuerpos predice una alta eliminacién de las
micobacterias, lo cual podria ser explicado por una falla en el control del
crecimiento bacteriano (Magombedze et al.,, 2016). Esto concuerda con los
hallazgos de este estudio, ya que adicionalmente se tomaron muestras de heces
de los bovinos y se decidié identificar al agente infeccioso por cultivo y frotis
(tincion de Ziehl-Neelsen). De los 20 bovinos 17 fueron positivos a cultivo, de
estos se realizaron frotis tnicamente de 11, en todos se observaron BAAR. Por lo
tanto, se podria decir que estaban eliminando a las micobacterias a través de las
heces al momento de realizar los muestreos. Sin embargo, no se pudo confirmar
que MAP estaba presente en las muestras de heces, mediante un analisis por
PCR.

Para el caso de A. marginale, ocurre el mismo efecto, de los 20 bovinos incluidos
en el estudio, Unicamente 10 fueron seropositivos al medir anticuerpos especificos
contra A. marginale, pero no se observd produccion de IFN-y en los
sobrenadantes de cultivo de dichos animales. Lo cual no concuerda con un
estudio realizado por Bautista et al. (2003), en el cual demostraron que luego de la
infeccion con A. marginale se desarrolla una respuesta inmune humoral y celular,
y que luego de una reinfeccién hay un aumento significativo de la produccién de

IFN-y. En otro estudio mencionan que la infeccion en animales jévenes es menos
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severa, esto porque la respuesta inmune celular es mayor por la competencia del
timo y por una mayor actividad del sistema hematopoyético, ademas se considera
que esta parcialmente relacionada con la inmunidad, mientras que la respuesta de
anticuerpos se podria relacionar con la resistencia (Corona et al., 2005). Por otro
lado, los resultados obtenidos pudieran deberse a que el extracto crudo de los
cuerpos iniciales de A. marginale, empleado para estimular a los linfocitos T en
cultivos de sangre completa, se elabord con la cepa Tizimin obtenida en el INIFAP
de Jiutepec, Morelos. Mientras que los animales del estudio estan ubicados en
otra region, donde las cepas de A. marginale probablemente tienen alguna
variacion con la cepa Tizimin. Por lo tanto, los animales no tendrian células de
memoria que reaccionen frente a un antigeno con el cual no han tenido previo
contacto, ya que se ha encontrado que aislados de A. marginale provenientes de
distintas zonas geograficos no generan proteccion cruzada (Kocan et al., 2006;
Ocampo et al., 2006). Este supuesto fue probado en parte, ya que se determind
que el antigeno era capaz de estimular a células obtenidas de un bovino infectado
con la misma cepa de la cual proviene el antigeno (Figura 10). Adicionalmente
seria necesario aislar las o la cepa de A. marginale presente en el predio, al cual
pertenecen los animales del estudio. Preparar el antigeno crudo a partir de los

aislados, y con este repetir los ensayos IGRA.

Otra razdén para que no se haya encontrado produccion de IFN-y, es la anergia de
los linfocitos T. Tomando en cuenta la edad de los animales, y que se desconoce
el momento en el cual entraron en contacto con el patégeno, es posible que los
animales hayan sido expuestos varias veces a los patégenos estudiados. Por lo
tanto, exista un agotamiento de los linfocitos, como se ha reportado en el caso de
linfocitos TCD8+, los cuales al estar agotados presentan menos proliferacion,
menor produccion de IFN-y y menor actividad citotdxica (Abbas et al., 2018). La
anergia es un proceso que puede ser inducido, cuando el TCR se liga por
antigeno, pero no hay coestimulacién. En este caso podria ser que existe una

excesiva presentacion de antigenos, pero una deficiente produccién de citocinas.

56



También se ha encontrado que IL-10 puede regular negativamente la expresion de
moléculas coestimuladoras en las APC, asociado con el cambio de respuesta Thl
a Th2 (Giménez et al., 2009), e incluso IL-10 puede tener un efecto anergizante
directo sobre células T. Los eventos bioquimicos que caracterizan este proceso
son: hipofosforilacion del TCR-C y activacion defectuosa de ZAP70 y Ras (Jenkins
y Schwartz, 1987; Sloan-Lancaster et al., 1994; Schwartz, 1996). Por lo que
resultaria interesante evaluar estos eventos en cultivos de linfocitos T

pertenecientes a los bovinos del estudio, y medir su capacidad proliferativa.

Con respecto a la respuesta celular contra B. bigemina, no fue posible medir
produccion de IFN-y. Luego de la obtencion del extracto crudo de merozoitos de B.
bigemina cepa Nayarit, se prob6 su funcionalidad en cultivos de sangre completa
de bovinos seropositivos a la infeccion. Pero no se obtuvieron resultados
satisfactorios, por lo tanto, no se pudo utilizar dicho antigeno para estimular a los
linfocitos en cultivos de sangre de los bovinos del estudio. Es posible que el
protocolo de obtencién del antigeno no haya sido eficiente. Lo cual podria haber
sido comprobado, determinando la presencia de proteinas inmunogénicas de B.
bigemina en el extracto, mediante la purificacion de proteinas por el método de
cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad (FPLC, del inglés fast protein
liquid chromatography). Por el tiempo y la cantidad de extracto disponible, no fue
posible realizar esto. Otra razén por la que no funcioné el extracto, se deba a la
naturaleza de las cepas. Ya que los animales de los cuales se obtuvieron las
muestras para los ensayos preliminares se encontraban en Morelos. Donde
posiblemente las cepas de B. bigemina que estén infectando a los bovinos,
presenten alguna diferencia con respecto a la cepa aislada de Nayarit. Tomando
en cuenta que proteinas de membrana externa de B. bigemina presentan

polimorfismo antigénico (McElwain et al, 1991; Fisher et al, 2001).

Durante el desarrollo de la investigacion se han encontrado varias limitantes,
como: 1) El nimero de animales incluidos en el estudio. Estadisticamente 20

corresponde a una n pequefia, por lo que no se puede asegurar con precision
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suficiente los resultados obtenidos. Un cambio en el tamafio de la muestra podria
modificar el nUmero de animales caracterizados como resistentes o susceptibles,
lo cual implicaria una variacion importante en las mediciones de los efectores
finales de la respuesta inmune. 2) En el presente estudio, los resultados sugieren
gue hay una asociacion entre la respuesta inmune humoral y la resistencia natural
en bovinos, pero esta relacion es baja. Asi la fuerza de relacién entre una mayor
produccion de anticuerpos especificos contra B. bigemina y el fenotipo de
resistencia fue de 63%. Para el caso de MAP, se asocia una mayor produccion de
anticuerpos con el fenotipo de susceptibilidad, en este caso la fuerza de relacién
es de 43%. Esto podria deberse, a que los bovinos fueron caracterizados como
resistentes o susceptibles a B. abortus o M. bovis BCG, mientras que la
producciéon de anticuerpos se midié contra otros patdgenos. Si bien todos son
intracelulares, convendria realizar un estudio en el cual se evalle la respuesta
inmune contra los mismos patdgenos a los que son resistentes o0 susceptibles, y
de esa forma asociar la resistencia natural con la respuesta inmune. 3) No se
conocia el nimero de veces que los bovinos estuvieron en contacto con los
patdgenos estudiados. 4) Tampoco se conocia el momento de la infeccién. Por lo
tanto, en un estudio posterior, seria conveniente utilizar un mayor nimero de
animales, controlando todas las variables, como: la edad, el tiempo de infeccién, la
dosis del antigeno a inocular, y la naturaleza de los antigenos a utilizar en los
ensayos IGRA. Partiendo de este estudio, donde se observa que la respuesta
inmune humoral contra B. bigemina y MAP tiene asociacion con el fenotipo de

resistencia o susceptibilidad en el ganado Bos taurus indicus.
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9. CONCLUSIONES

Dentro del grupo de bovinos (n=20), se encontré 50% de bovinos resistentes y

50% de susceptibles a patdégenos de vida intracelular (B. abortus o M. bovis BCG).

No se pudo aceptar o rechazar en su totalidad la hipotesis planteada. Debido a
que, se logré6 medir la produccién de anticuerpos especificos a B. bigemina, A.
marginale y MAP, pero no la produccién de IFN-y en respuesta a los patégenos
mencionados. De tal forma que Unicamente se pudo establecer asociacion entre
respuesta inmune humoral especifica a B. bigemina y MAP con el fenotipo de

resistencia o susceptibilidad, respectivamente.

Dicha asociacion parece ser dependiente del antigeno, ya que se encontré que
bovinos caracterizados como resistentes a patégenos de vida intracelular (B.
abortus o M. bovis BCG), tienen mayor produccion de anticuerpos especificos a B.
bigemina en comparacién con bovinos susceptibles. Mientras que al medir la
produccion de anticuerpos especificos a MAP, esta fue mayor en el grupo
susceptible que en el resistente. Y no se encontrd diferencia entre la cantidad de
anticuerpos especificos a A. marginale entre los grupos de bovinos resistentes y

susceptibles.
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11. ANEXOS
ANEXO 1. Hoja de registro de bovinos incluidos en el estudio

REGISTRO BOVINOS "LA SOLEDAD"

MICROBICIDAS

%

ID SINIGA |nacimiento GENOTIPO | SOBREVIDA | FENOTIPO
348-6 | 3067123586 2016 |BR 65,00 | Resistente
349-6 | 3067123614 2016 | BR 66,79 | Resistente
358-6 | 3067123562 2016 |BR 60,00 | Resistente
367-6 | 3067123595 2016 | BR 44,89 | Resistente
379-7 | 3068277531 2017 |BR 64,00 | Resistente
796-1 | 3061932628 2011 |BR 46,55 | Resistente
799-1 | 3070991556 2011 |BR 63,93 | Resistente
880-2 | 3068277533 2012 |BR 64,66 | Resistente
954-4 | 3064511971 2014 |BR 67,66 | Resistente
964-4 | 3064511978 2014 |BR 47,01 | Resistente
48-6 | 3061932655 2006 | BR 97,10 | Susceptible
171-8 | 3067123631 2009 | BR 107,66 | Susceptible
380-7 | 3068277523 2017 |BR 73,00 | Susceptible
792-1 6750 2011 |BR 76,36 | Susceptible
824-3 | 3067123623 2003 | BR 135,38 | Susceptible
864-2 | 3061932612 2012 |BR 73,63 | Susceptible
947-4 | 3064511972 2014 |BR 87,00 | Susceptible
952-4 | 3064511976 2014 |BR 85,19 | Susceptible
975-4 | 3064511989 2014 |BR 88,41 | Susceptible
980-4 | 3064511970 2014 |BR 162,08 | Susceptible

ID: identificacion de los bovinos

BR: Brahman
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ANEXO 2. Resultados de las IFIs para medir produccion de anticuerpos
especificos a B. bigemina.

Titulo de anticuerpos especificos contra B. bigemina

ID Bovino Muestreo 1 | Muestreo 2 | Muestreo 3 |TPG/animal

Resistentes

348(1:80 1:320 1:160 1:160
349(1:640 1:640 1:640 1:640
358(1:640 1:640 1:640 1:640
367(1:640 1:640 1:640 1:640
379(1:320 1:640 1:320 1:403
796(1:640 1:640 1:640 1:640
799(1:640 1:640 1:640 1:640
880(1:640 1:640 1:640 1:640
954(1:320 1:160 1:320 1:254
964(1:320 1:640 1:320 1:403
TPG/grupo 1:463
Susceptibles

48(1:320 1:160 1:320 1:254
171)1:80 1:80 1:160 1:101
380(1:320 1:160 1:640 1:320
792(1:640 1:640 1:640 1:640
824(1:160 1:640 1:640 1:403
864(1:320 1:160 1:160 1:202
947(1:320 1:640 1:160 1:320
952(1:320 1:640 1:320 1:403
975(1:160 1:160 1:160 1:160
980(1:640 1:160 1:80 1:202
TPG/grupo 1:266

*Los resultados se presenta como titulos de anticuerpos.
TPG: Titulo Promedio Geométrico por animal (promedio de tres muestreos).

71



ANEXO 3. Resultados de ELISA para medir anticuerpos especificos a A.
marginale (registrados en OD)

PRODUCCION DE ANTICUERPOS CONTRA A. marginale
POSITIVO 1.109
NEGATIVO 0.051 PC 0.192
oD
ID Bovino M1 M2 M3 PROMEDIO/animal DX
RESISTENTES
367 0,133 0.414 0.278 0.275 +
379 0,041 0.643 0.253 0.312 +
880 0,133 0.235 0.252 0.206 +
954 0,318 0.257 0.281 0.285 +
964 0,587 0.445 0.300 0.444 +
Promedio/grupo 0.305
SUSCEPTIBLES
792 0.224 0.139 0.229 0.198 +
864 0.042 0.237 0.337 0.206 +
947 0.193 0.180 0.258 0.210 +
952 0.153 0.222 0.212 0.196 +
975 0.163 0.623 0.119 0.302 +
Promedio/grupo 0.222

*(-): seronegativo, (+): seropositive; M: muestra
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ANEXO 4. Resultados ELISA para medir anticuerpos especificos contra MAP
(registrados en OD).

Produccién de anticuerpos contra MAP

POSITIVO 1.164
NEGATIVO 0.197 PC 0.22
oD
ID Bovino Muestreo 1 | Muestreo 2 Muestreo 3 PROMEDIO/animal | DX
RESISTENTES
348 0.136 0.555 0.239 0.310| +
349 0.306 0.501 0.519 0.442| +
358 0.170 0.396 0.308 0.291| +
367 0.173 0.382 0.391 0.316| +
379 0.233 0.554 0.280 0.356| +
796 0.421 0.793 0.772 0.662| +
799 0.204 0.405 0.346 0.318| +
880 0.485 0.712 0.934 0.711| +
954 0.352 0.643 0.587 0.527| +
964 0.354 0.643 0.564 0.520| +
Promedio/grupo 0.445
SUSCEPTIBLES
48 0.424 0.743 0.694 0.620| +
171 0.518 0.679 0.800 0.666| +
380 0.631 1.016 0.580 0.742| +
792 0.394 0.692 0.261 0.449| +
824 0.190 0.429 0.581 0.400| +
864 0.131 0.308 0.386 0.275| +
947 0.598 0.554 0.650 0.601| +
952 0.820 0.830 0.981 0.877| +
975 0.668 0.671 0.619 0.653| +
980 0.798 0.689 0.933 0.807| +
Promedio/grupo 0.609
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ANEXO 5. Resultados del ensayo IGRA, probando dos concentraciones del
antigeno de crudo de A. marginale.

PRODUCCION DE IFEN-y contra A. marginale
Control Positivo 1.840
Control Negativo 0.271

oD

ID: 135 R1 R2 PROMEDIO
PBS 0.184| 0.179 0.182
ConA 1.906| 1.820 1.863
A.M. 15pg 1.749| 1.890 1.820
A.M. 20pug 1.853| 1.733 1.793
*R: réplica

ANEXO 6. Resultados del ensayo IGRA, estandarizando el tiempo de
incubacion.

Produccion de IFN-y
oD
Antigeno
Tiempo PBS ConA 5ug PPDA
20h -0.001| 0.558 0.207
68h -0.012| 0.753 0.344
120h 0.030| 0.789 0.659

*h: horas
ANEXO 7. Resultados del ensayo IGRA, probando el antigeno crudo de B.
bigemina

PRODUCCION DE IFN-y contra B. bigemina
Control Positivo 2.226
Control Negativo 0.164
oD
ID PBS | Con A | 15ug B.b | 20ug B.b
6397| 0.021| 1.732 0.031 0.038
6557| 0.017| 0.423 0.050 -0.009
6371| 0.006| 2.857 0.069 0.011
6556 | -0.009| 1.657 0.073
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ANEXO 8. Resultados de los ensayos IGRA (registrados como OD)

PRODUCCION DE IFN-y

Positivo 1.874
Negativo 0.099
oD
ANTIGENO
ID PBS ConA A.m PPDA
RESISTENTES
348 0.087 1.468 0.086 0.095
349 0.095 2.145 0.086 0.102
358 0.082 1.315 0.092 0.107
367 0.101 0.518 0.100 0.109
379 0.106 1.647 0.110 0.177
796 0.091 1.695 0.097 0.094
799 0.094 1.337 0.086 0.106
880 0.091 2.174 0.084 0.130
954 0.113 1.948 0.100 0.105
964 0.085 1.776 0.105 0.090
SUSCEPTIBLES
48 0.079 2.287 0.087 0.094
171 0.100 1.742 0.108 0.117
380 0.090 2.461 0.090 0.108
792 0.112 1.172 0.103 0.100
824 0.094 0.637 0.094 0.093
864 0.083 2.069 0.091 0.111
947 0.089 0.303 0.089 0.091
952 0.089 1.133 0.098 0.125
975 0.084 2.617 0.086 0.114
980 0.081 1.037 0.082 0.103

*Cada resultado es el promedio de tres muestreos.
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ANEXO 9. Resumen de los resultados obtenidos en los ensayos para medir
anticuerpos e IFN-y.

ID Produccion de Anticuerpos Produccion de IFN-y
MAP A. marginale | B. bigemina MAP A. marginale

RESISTENTES
348
349
358
367
379
796
799
880
954
964
SUSCEPTIBLES
48
171
380
792
824
864
947
952
975
980 + -
(+) positivo; (-) negativo

S I I I (P I S I I
o I I I (P S A IS I

+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+
1

+l+ |+ [+ |+ |+ |+ [+ |+ |+
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