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Resumen

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad crénica del ganado, ocasionada por M.
bovis perteneciente al complejo M. tuberculosis (MTBC), tiene importancia por sus grandes
pérdidas econdmicas en la produccion lechera: desecho temprano de animales y
afectaciones a la fertilidad, ademds de que representa una amenaza a la salud publica,
debido a su caracter zoondtico y a que se esta suscitando un incremento de esta
enfermedad. Una de las tendencias a nivel mundial, ha sido el empleo de la vacuna BCG
para el control de la tuberculosis bovina. La BCG fue desarrollada a partir de una cepa de
M. bovis, la cual mundialmente se ha empleado en la prevencion de la tuberculosis humana
(TBh), pero relegada en la salud animal debido a la interferencia con las pruebas de campo.
El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficacia de la vacuna BCG, subcepa Phipps en
un hato con alta prevalencia de TBb, con la intencion de controlar, reducir la enfermedad,
y paralelamente, determinar si esta cepa produce interferencia vacunal con la prueba
diagnéstica. El estudio se dividié en dos fases; en la primera se le aplicé la PTCC a 475 vacas
del establo de produccién (A) y a 423 becerras de la recria (establos B y C), posteriormente
se vacuno tanto a la poblacién en produccién como la poblacién de recria con BCG Phipps
1 x 10° UFC/ 1.5 ml, conjuntamente se establecieron ciertas medidas de bioseguridad y se
le dio seguimiento durante dos afios, manteniendo la vacunacidn en toda la recria menor a
4 meses continuamente. En la segunda fase experimental se seleccionaron 20 becerras
menores a 4 meses de edad, negativas a la PTCC, IGRA y ELISA. De estds, 10 fueron
vacunadas con BCG Phipps 1 x 10° UFC (1.5 ml) y las 10 becerras restantes, como grupo
control vacunadas con 1.5 ml de buffer de fosfatos estéril (PBS) a manera de placebo. A
ambos grupos se les tomd muestras de sangre a los 15, 30, 60, 120, 360 y 480 dias del
experimento, se determinaron niveles de IgG mediante ELISA e IFN-y mediante el kit
BOVIGAM® del mismo modo se les aplico la PTCC a los 6, 12 y 18 meses para evaluar su
reactividad. Tras dos afios, la prevalencia de TBb se redujo en los establosBy Cde 17.7 % a
10.4 % y en el establo A, de 47.1 % a 20.9 % denotando una eficacia vacunal calculada de
55.62 %. En los grupos experimentales, se observaron incrementos significativos en el indice

de estimulacion antigénica (I.E.) de IFN-y a los 30 dias (p<0.05) y a los 180 dias (p<0.05) con



respecto al grupo control y diferencias significativas (p<0.05) para los dias 30, 60, 180, 360
con respecto al primer y ultimo muestreo. En la PTCC, solo un animal del grupo
experimental resulto reactor, pero al siguiente muestreo fue negativo, mientras que, en el
grupo experimental, 2 animales resultaron reactores a los 12 meses, ademas, positivos a la
prueba IGRA y permanecieron asi consecuentemente. Por lo anterior, la BCG subcepa
Phipps mostré una eficacia vacunal aceptable y una produccién de IFN-y indicativa de una
respuesta inmune celular protectora. Uno de los aspectos mdas importantes que se observo
es que no interfiere con las pruebas diagndsticas establecidas por la normativa mexicana,
ya que, en los pocos animales reactores, esta se pierde con el tiempo. La BCG subcepa
Phipps a dosis de 1 x 10° UFC es una alternativa viable para controlar la TBb en hatos
lecheros con altas prevalencias, con la condicion previa y determinante de implementar un

buen programa de bioseguridad dentro de la UPP lechera.

Palabras Clave: Mycobacterium bovis, Tuberculosis bovina, Bacilo Calmette Guérin, BCG,

IGRA.



1. Introduccion

La tuberculosis bovina (TBb), se define como una enfermedad bacteriana
crénica de los animales causada por especies del complejo Mycobacterium

tuberculosis (MTBC), principalmente por M. bovis Y.

La enfermedad guarda importancia por el elevado impacto socioecondmico
que produce, principalmente en los sistemas de produccién bovinos-leche V),
La TBb se ha detectado practicamente en todos los paises del mundo, con
importantes variaciones en su control, segun su nivel de progreso econdémico,
social y cultural. Es asi que, en paises en vias de desarrollo, la TBb tiene un
patron endémico, cuyas prevalencias varian segun las areas geograficas y
sistemas de produccion. En paises desarrollados, los programas de control han
tenido éxitos relativos; dado que, se ha registrado que pese al programa de
control que se lleva, las incidencias se pueden incrementar por la presencia de
mamiferos domésticos y de vida silvestre en los sistemas de produccion
bovina; asi como, por la introduccidon de ganado infectado no detectado

oportunamente %34,

La ganaderia es un sistema productivo de suma importancia para México, ya
gue su produccion representa una fuente de proteina para la nutricién de la
poblacidn del pais, que crece en forma acelerada, y ademas provee de empleo

a un sector importante de la planta productiva del pais ©.

La TBb es una de las enfermedades mas problematicas que enfrenta la
ganaderia nacional; ya que, ademas de representar un riesgo para la salud

animal, se traduce en grandes pérdidas econdmicas directas e indirectas



derivadas del pobre desarrollo de los animales, retencién de canales en
rastros, disminucién de la produccién lactea, calculada ésta en 17 % ¢, menor
produccion de terneras, animales desechados prematuramente y pérdida de

genética al desechar el pie de cria infectado ).

Mientras el programa de control de la enfermedad basado en la deteccion de
animales mediante la prueba de tuberculina y posterior remocion del animal
reactor del hato infectado, es la columna vertebral en los programas de control
de la tuberculosis en paises desarrollados, esta politica tiene numerosos

inconvenientes en paises en vias de desarrollo 7.

Para lograr reducir los indices de la enfermedad en zonas de alta prevalencia
se ha considerado implementar programas de vacunacion; debido a ello, en |la
actualidad y a nivel mundial existe un auge considerable en la investigacién en
esta drea. Sibien, existe un gran interés por parte de los productores por esta
medida de control, se han encontrado algunos obstaculos para su aplicacién a
nivel de campo, relacionados con la posible interferencia en las pruebas
inmunodiagndsticas, en particular con la prueba de tuberculina®; lo que ha
conducido, por un lado a buscar antigenos que al emplearse en los métodos
diagnosticos permitan diferenciar los animales vacunados de infectados,
mientras que, por otro lado la investigacion se ha enfocado en determinar
dosis de vacuna, cepa vacunal, eficiencia protectora y edad 6ptima a la cual

debe aplicarse la vacuna, entre otras variables .

Es asi que en la ultima década se han probado una gran variedad de vacunas,
las cuales van desde las vacunas de ADN, vacunas subunitarias (proteinas),

vectores vivos (virus atenuados recombinados) y cepas atenuadas de M. bovis



(10 Las consecuencias negativas productivas,

y micobacterias no relacionadas
sanitarias y comerciales que derivan de esta enfermedad son incentivos
suficientes, para favorecer la busqueda de un programa preventivo, efectivo y

seguro contra la TBb ¥,

1.1 Generalidades de la tuberculosis bovina

El agente causal de la TBb es M. bovis, es un miembro del complejo M.
tuberculosis (MTBC), el cual incluye M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum,

M. microti, M. canetti, M. caprae y M. pinnipedii *?.

Las micobacterias son microorganismos intracelulares facultativos de
morfologia bacilar, aerobios, no méviles y no esporulados. Se caracterizan por
poseer una pared celular rica en lipidos, confiriéndoles la propiedad fisica de
acido alcohol resistencia a la decoloracion con fucsina basica (rojo) la cual
penetra en la célula por accion del fenol, el calor y adicionalmente, influyen en
su tincidn, virulencia y resistencia a condiciones ambientales **) (Figura 1). Las
especies individuales difieren en tamaio, los bastones de M. bovis son
delgados y de alrededor de 4 um de largo. Las micobacterias patdgenas crecen
lentamente a una temperatura optima de 37°C, bajo condiciones aerdbicas,
las colonias no son perceptibles hasta que los cultivos han sido incubados por

al menos 3 semanas %,

Por las condiciones citoquimicas de estas bacterias son consideradas como

Gram®, pero frecuentemente resisten la tincidon Gram, sin embargo, pueden



ser tefidas con carbolfucsina (tincion Ziehl-Neelsen) o tinciones fluorescentes

(Auramina-Rodamina) 3.

Su tiempo de duplicacion es de 12 horas o mas por lo que su crecimiento en
medios de cultivo es muy lento. Es sensible al calor y a los rayos ultravioleta;
ademas de, presentar resistencia a acidos, alcoholes, alcalis, desinfectantes y
a la desecacion, lo cual se relaciona por las propiedades fisicoquimicas de su
pared celular, pues posee un alto contenido de lipidos (40%), proteinas y
polisacdridos; es rica en acidos micdlicos, los cuales se encuentra unidos
covalentemente a glicolipidos, tales como: el a, a” [-tetrahalosa dimicolato
(TDM, factor cuerda) y o, a  trihalosa monomicolato (TMM)]. Estas
caracteristicas de su pared contribuyen a la persistencia de la enfermedad y a
la resistencia a muchos antibidticos a la vez que contribuye a la longevidad de
la micobacteria. Inicia las reacciones inflamatorias del huésped y actua en la

patogénesis de la enfermedad.

Todos los miembros del MTBC exhiben un 99.9 % de similitud en sus
secuencias genéticas y en su dacido ribonucleico ribosomal (rRNA) 16S a

excepcidn de M. canetti *®),

Las diversas especies que conforman el Complejo M. tuberculosis son capaces

de producir enfermedad con patologia similar 7).

Entre las moléculas involucradas en la virulencia de las micobacterias destacan

(18)



e Lipidos Micobacterianos.
o Lipidoarabinomananos (LAM).
o Lipomananos (LM).
o Fosfatidilinositol mandsidos (PIMs).
o Trehalosa-6-6"-dimicolato (TDM) (Factor cuerda).

o Fenotiocerol dimicocerosato (PDIM) y glicolipidos fendlicos (PGL).

e Sistemas de secreciéon de la micobacteria.
o Transportador TAT
o Transportador ESX (ESX-1 al ESX-5)

e Proteinas PE: PE-PPE y PE-PGRS.

e Lipoproteinas.
o LpgH.
o LppX.
o MpT83
o LprG
o RpfB
o LpqgS
o LprN
o Lprl
o PstS
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1.2 Importancia economica de la tuberculosis bovina

Se ha estimado que a nivel mundial existen mas de 50 millones de cabezas de
ganado infectado con M. bovis *°). En nuestro Pais y de acuerdo con cifras del
Servicio de Informaciéon Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) existen entre 2.5 a
3.0 millones de bovinos con funcién zootécnica de produccién de leche, en los

(2021) "La presencia de la

cuales se estima una prevalencia del 16 % de TBb
enfermedad en los establos, ocasiona serias pérdidas econdmicas, al reducir la
eficiencia productiva y reproductiva de los animales *>*°), Al respecto, se ha
informado pérdidas que van del 4 al 12 % en la produccidn lactea, asi como
una disminucion en la fertilidad y la tasa de prefiez por inseminacién artificial

(23,24) " Por otra parte, se menciona que la produccidn se reduce notablemente



de 120 kg a 574 kg por lactacidn en vacas reactoras, y con una pérdida gradual
de peso corporal de hasta 15 %, aunado a esto se afiaden las pérdidas al
sacrificio por decomiso parcial o total de las canales *°. De modo que las

pérdidas se resumen de la siguiente manera ?%):

e Pérdidas por decomiso parcial o total de las canales afectadas.

e Pérdidas en peso corporal de los animales afectados detectados.
e Pérdidas en peso en los animales no detectados.

e Pérdidas en la produccion de terneros.

e Pérdidas en la produccion de leche.

e Costo de las pruebas de tuberculina.

e Tratamiento e incapacidad laboral en el personal infectado.

1.3 Importancia de la tuberculosis bovina en la salud publica

La tuberculosis humana (TBh), es actualmente un problema de salud publica,
que ha mostrado un incremento significativo a nivel mundial como
consecuencia del desarrollo de casos de TB multidrogorresistente (TB-MDR),
asi como de TB extremadamente resistente a drogas (TB-XDR), aunado con las
complicaciones que representan las comorbilidades como el VIH/SIDA vy la

diabetes mellitus, entre otras (°.

En general, se consideran como agentes etiologicos de la enfermedad en los
seres humanos: M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum (subtipos | y 1l), el
bacilo de Calmette Guérin (BCG), y Mycobacterium canetti, especies que como

se comentd anteriormente, se integran dentro del complejo de M.



tuberculosis, siendo no obstante la especie M. tuberculosis el principal

microorganismo involucrado.

De acuerdo a la OMS en el 2016 ocurrieron casi 1.7 millones de muertes por
TBh y 10.4 millones de nuevas infecciones en todo el mundo 7). De las cuales,
se estima el 3 % se deben a tuberculosis de origen zoonético “®. M. bovis es
el principal agente causal de la TB zoonédtica humana, no obstante, otras

especies del Complejo MTBC puede estar involucradas.

La tuberculosis zoondtica ocurre por transmision directa mediante la
exposicion con animales infectados y de forma indirecta al consumir lacteos
no pasteurizados o por la manipulacién de carne contaminada **?°). Esta
zoonosis es poco frecuente en paises donde se produce leche pasteurizada y
se implementan programas de erradicacion de la enfermedad en los bovinos.
Sin embargo, continda informandose en zonas donde el control de la
enfermedad es ineficiente. Esta incidencia es mayor entre los agricultores, los

empleados de frigorificos y demas personas que trabajan con ganado bovino.

Al respecto, en México se ha estimado una tasa general de letalidad de
tuberculosis humana del 17 % debida a M. tuberculosis ©°. Sin embargo, en un
estudio retrospectivo de TBh en Jalisco, un estado con una gran poblacion de
ganado lechero, se registrd una alta incidencia de tuberculosis extra pulmonar
(56 %), de la cual el 19.2 % se presentd en trabajadores que realizaban
actividades ganaderas y agricolas, sugiriendo un origen zoondtico para estos

(1. Mientras que, en otro analisis epidemioldgico realizado en

casos
Querétaro, se reportd una incidencia de 5.09 % de una poblacion

diagnosticada con TBh con infeccion por M. bovis, dicho diagnostico se realizd



através de aislamiento bacterioldgico y con ayuda de metodologias de biologia
molecular de PCR %), En otro estudio, se reportan incidencias del 30.2 % de

M. bovis en la a poblaciéon humana evaluada 3.

Mayormente, la TB zoondtica producida por M. bovis también plantea un
desafio para el tratamiento del paciente, debido a su resistencia natural a la
pirazinamida (PZA), uno de los cuatro medicamentos de primera linea

(34,35)

utilizados en el tratamiento de la TB . Aunado a lo anterior, la enfermedad

producida por M. bovis en el humano es virtualmente indistinguible de la

26)

provocada por M. tuberculosis ' Por tanto, la TBb zoonédtica representa un

foco importante de infeccién para los humanos que no debe subestimarse ),

1.4 Patologia de la tuberculosis bovina

La ruta mas comun de infeccion es mediante la inhalaciéon de microgotas en
aerosol conteniendo los bacilos tuberculosos expelidos por los animales
enfermos. Las micobacterias, a nivel pulmonar originan una pequefia lesiéon
granulomatosa, que se produce tras la interaccion de los bacilos con los
macrofagos activados y el endotelio alveolar. denominandose afeccidn
primaria. Dependiendo de su numero, capacidad de virulencia y estatus
inmune del animal los bacilos podrian ser destruidos por las células fagociticas
produciendo un foco de alveolitis exudativa. Sin embargo, si los macréofagos no
logran su eliminacion, se convierten en células hospederas y acarreadoras de
los bacilos a los linfonodos regionales, donde la infeccion puede restringirse, o

bien producir mayores lesiones, resultado de la serie de respuestas tisulares e



inmunolégicas que se desencadenan. Es asi que, el complejo puede
evolucionar hacia la curacidn, la latencia o, en algunos casos a su diseminacién
via linfatica y sanguinea, dando lugar a una tuberculosis generalizada o miliar,
caracterizada por lesiones granulomatosas en pulmadn, higado, bazo, glandula

mamaria y linfonodos asociados 3¢,

A la necropsia, es comun observar una neumonia granulomatosa, asi como
linfoadenomegalia ©”) y ocasionalmente timpanismo gaseoso ©®. Las lesiones
mds comunes, conforman nodulos o tubérculos de consistencia firme, de
coloracion grisadcea a amarillenta y consistencia caseosa o caseo-calcarea %,
gue se localizan en los linfonodos retrofaringeos, traqueobronquiales y
mediastinicos, y con menor frecuencia, en las tonsilas palatinas y los
linfonodos mandibulares, parotideos y mesentéricos “9, estas lesiones
también son comunmente descritas en areas dorsocaudales y subpleurales del
pulmén asi como en los 16bulos caudales “%4l | as lesiones pulmonares se
encuentran con una frecuencia del 10 - 30 % de los casos, y las lesiones
generalizadas se reportan en cerca del 1 - 3 % de los animales con lesiones

1) Si la diseminacién es subita y masiva, las

visibles de tuberculosis
micobacterias se distribuira ampliamente por todos los tejidos y érganos, con
pequeios focos de infeccion y el proceso se clasificara como una tuberculosis
miliar. La lesién insignia de esta enfermedad es el granuloma. Los granulomas
tempranos, se componen histolégicamente por células epiteliodes y células
gigantes de Langhans al centro de la lesidn, rodeado de linfocitos, células
plasmaticas y macréfagos. Posteriormente se desarrolla necrosis caseosa al

centro del granuloma, encapsulada por fibrosis en la periferia para dar lugar al

granuloma avanzado “9.



Si el patdgeno entra por la ingestion de pastura contaminada, agua, leche,
calostro, o alimento contaminado, se establecerd la forma de infeccidn
gastrointestinal de la enfermedad ®*?. Aunque estas son las rutas mas
comunes de contagio, también pueden ocurrir la transmisidon cutdnea, genital

y congénita 43,

1.5 Respuesta inmune contra la tuberculosis bovina

Una vez que se inicia la infeccidn por el bacilo tuberculoso en las vias aéreas y
el parénquima pulmonar, éste puede ser fagocitado por los macréfagos
alveolares (MA), neutrodfilos y células dendriticas, para formar una estructura
denominada granuloma temprano “*. Estas células, usan sus receptores de
reconocimiento de patdégenos (PRRs) que son responsables de identificar la
presencia de estructuras comunes entre microorganismos, conocidos como
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) “3. Los MA
adicionalmente reclutan otros leucocitos efectores, e inician la inflamacién
produciendo moléculas efectoras inmunes como la proteina-1
guimioatrayente de monocitos (MCP-1, CCL2), y la proteina inflamatoria de
macrofagos-1a (MIP-1a, CCL3) conocida por reclutar neutréfilos y otros

leucocitos “°

. Sin embargo, esta bacteria es capaz de inhibir la actividad
bactericida de los fagocitos bloqueando la fusién del fagolisosoma 7 %¥, La
supervivencia exitosa de M. bovis, dentro de los macréfagos bovinos también
se atribuye a la diversa sucesiéon de mecanismos inmunomoduladores,

incluyendo el blogueo de la produccién de éxido nitrico (NO) bactericida y la



apoptosis, conllevando a la fuerte generacién de necrosis “°. Se ha
descubierto que M. tuberculosis logra esto al inducir la produccién de IL-10 por
la via TLR2- ERK ©9 dicha citocina desregula la respuesta inflamatoria
disminuyendo la produccién de IFN-y, TNFa, IL-2 e IL-12 ®), afectando la

>2)_ Las citocinas son

capacidad de los macréfagos de restringir su crecimiento
criticas para la inmunidad contra agentes invasores, su efecto bioldgico es
diverso y varia ampliamente entre anti-inflamatorio y pro-inflamatorio ©°.
Durante la infeccidn los macréfagos secretan IL-22 e IL-18, que activan a las
células NK y linfocitos T CD4" para producir IFN-y, y este a su vez activa a los
macréfagos e induce su polarizacion hacia macréfagos M1 2. Actualmente,
se sabe que la vitamina D es esencial para el control de M. bovis. Los monocitos
bovinos requieren de Calcitrol para producir NO, el cual juega un papel
importante en la restriccién del crecimiento bacteriano intracelular . Las
células NK, pueden reconocer varios componentes de la pared celular de la
micobacteria a través de sus PRRs con la resultante produccion de citocinas

(55, Estas células producen

proinflamatorias asi como de proteinas citotoxicas
IL-17, modulando la funcidn de las células dendriticas (CDs) ©® y disminuyen
considerablemente la replicacion de M. bovis dentro de los macréfagos

7). adicionalmente han

autdlogos por mecanismos contacto dependientes
mostrado jugar un papel crucial en eliminar las micobacterias a través de la
produccion de IFN-y. Los macrofagos infectados son directamente reconocidos
y lisados por las células NK a través de sus receptores NKG2D y NKp46 que

reconocen ULBP1y Vimentina “%.

El TNF-a incrementa la fagocitosis, la destruccidon de las micobacterias por los

macroéfagos, la apoptosis, llevando a cabo el establecimiento de la respuesta



inmune adaptativa “°

. Esta citocina es secretada por macrofagos y células
dendriticas (CDs) ©?. EI TNF-a también se requiere para la induccién de la

apoptosis en respuesta a una infeccidn por micobacterias.

Se han identificado polimorfismos de nucledtidos simples (SNPs), en los genes
gue codifican TNF-a, que participan en la susceptibilidad a la infeccidon en
ganado Holstein ©®. Dicha citocina puede unirse a dos receptores, tanto a
TNFRp55 (TNFR1, CD120a) como a TNFRp75 (TNFR2, CD120b), iniciando
diferentes sefalizaciones celulares, tanto proinflamatorias como de apoptosis

y necroptosis (“¢),

Los interferones (IFN), son un grupo de proteinas regulatorias que funcionan
activando células del sistema inmune en respuesta a una infeccion. Estas
proteinas se clasifican en base a sus genes cromosomales y con base a su
actividad bioldgica, con el IFN-y dentro de la clase Il, este interferdn activa a

los macréfagos para contrarrestar infecciones por bacterias intracelulares *°).

Una vez iniciada la respuesta inmune adaptativa, de esta se diferencian dos
ramas de dicha respuesta implicadas en contener el avance del patdgeno,
siendo la primera y la mas estudiada la respuesta celular (mediada por
linfocitos T), y la segunda de base humoral (mediada por Ac) .. Tanto, en
humanos como en bovinos, la inmunidad predominante contra la TBb en fases
tempranas de la infeccién es del tipo inmunidad mediada por células (IMC),
gue es remplazada eventualmente por una respuesta humoral con la
progresidn de la enfermedad ©°. La activacidn de las células T, depende del
reconocimiento mediante el TCR de péptidos antigénicos unidos al complejo

mayor de histocompatibilidad (CMH) de macrdéfagos, asi como de moléculas



0 Los linfocitos T, se diferencian en dos

coestimuladoras como CD28
subpoblaciones Th (CD4*) y Tc (CD8*) ©*. Los linfocitos Th CD4* son la célula
predominante responsable de la produccion de IFN-y y otras citocinas %, Estos
linfocitos, ayudan a amplificar la respuesta inmune activando células efectoras
y reclutando células adicionales, mientras que los linfocitos CD8" son
directamente citotdxicas a las células infectadas, delimitan el granuloma e

(61)

impiden la diseminacion bacteriana (Figura 2) Los componentes

micobacterianos, especialmente los lipidoarabinomananos (LAM) son

(62) " Sj la infeccidn se vuelve crénica, las

guimiotacticos para estas células
células T CD4 y CD8 se desarrollaran hacia linfocitos T de memoria, los cuales
pueden ser agrupados como linfocitos T efectores de memoria (Tem), linfocitos

T de memoria central (Tcw) y linfocitos de memoria residentes en tejidos (Trwm)

(63)

Los linfocitos Tcm son potentes productores de IFN-y e IL-2 pero con baja
capacidad de replicacion, una respuesta IFN-y/TNF-a/IL-2 por parte de estas
células es indicativo de una respuesta protectora contra la TBb ®*. Por otra
parte, la infeccién por M. bovis induce a los linfocitos T de memoria CD45RO*
CCR7 CD62L" %) Aunque se asocia un rol protector a estas células, en bovinos
las células T polifuncionales que expresan IFN-y, TNF-a e IL-2, y que mostraron
un fenotipo efector (CD44" CD62L'° CD45R0O*) también fueron asociadas con

patologia en lugar de proteccion “°.

Otros de los defensores celulares en la TBb, son los linfocitos T v, se

caracterizan por la expresion de un receptor de célula T (TCR) heterodimérico,

a.n

formado por las cadenas “y” y “6”, estas células son capaces de producir



63)Las células y& bovinas representan del 10 % al

citocinas y quimiocinas
20 %, de los linfocitos circulantes en bovinos adultos, pero arriba del 55 % en
becerros recién nacidos, dichas células poseen funciones de reconocimiento y

(52) Se ha demostrado que los

presentacion de antigeno, asi como reguladoras
linfocitos T y6 bovinos, producen diversas citocinas (IL-2, IL-10, IL-12, IL-15 e
IFN-y) pero no quimiocinas. Estas células también poseen un rol como células
“asesinas”, al expresar granulolisina y perforina, principalmente en animales
jovenes, participando en la defensa contra las micobacterias °® y, pueden ser
clasificadas de acuerdo a la expresion del receptor WC1, con WC1*CD2" CD4
CD8 como el principal subtipo en circulacién ©?. Se ha propuesto que la
eficacia de la vacunacion temprana en becerros, con la vacuna BCG este

influida por estas células (¢°).

Se ha puesto poca atencidon en la respuesta de linfocitos B en la TBb, sin
embargo, evidencia reciente sugiere que estas células no solamente producen
anticuerpos sino modulan la inmunidad mediada por células T. En la TBh se ha
descrito que las células B innatas producen IL-12, IFN-y y TNF-a, apoyando la
respuesta TH1y contribuyendo a la presentacién de antigeno a las células CD4*

y CD8* (67),
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Figura 2. Respuesta inmune inducida por el BCG. Figura creada en BioRender.com

1.6 Pruebas de diagndstico

1.6.1 ELISA Indirecto

Esta prueba se ha constituido en uno de los sistemas mas empleados en el
diagndstico serolégico, debido a su capacidad para detectar y cuantificar
cantidades muy pequefias de anticuerpos especificos al microorganismo en
cuestidn, en esta prueba el Ag se adhiere a los pocillos de las microplacas, a
los que se agregan diluciones de los sueros problema; la reaccidon Ag-Ac se hace

evidente agregando un segundo Ac, unido previamente a una enzima

-,


https://biorender.com/

(peroxidasa o fosfatasa), que reacciona con el suero a evaluar ®. En el caso
de la TBb, se ha intentado varias veces, aunque sin éxito desarrollar pruebas
clinicamente utiles para su deteccidon, esta prueba parece ser mas un
complemento diagndstico, que una alternativa a las pruebas basadas en la
inmunidad celular, posee la ventaja de su simplicidad, pero la sensibilidad es
baja debido principalmente a que la respuesta inmune humoral es tardia e
irregular, puede producirse una mejora utilizando una combinacién de
distintos antigenos, como la MPB70 y la MPB83 , resultando en una mayor

especificidad ©°).

1.6.2 Prueba de liberacion de interferon y o Ensayo IGRA

El IFN-y es una de las moléculas efectoras mas critica, para el control de la
infeccidn, debido a ello, su evaluacién como uno de los principales mediadores
de la respuesta inmune celular se considera para realizar el diagndstico de la
enfermedad, bajo condiciones in vitro. Una prueba IGRA es una prueba en la
que la sangre completa del animal se cultiva y estimula asépticamente con los
antigenos micobacterianos para determinar si ha estado o estd infectado por
M. bovis, lo cual se consigue cuantificando el IFN-y liberado por los linfocitos
Tl sensibilizados ante el estimulo antigénico y compara con los cultivos sin
estimular, habitualmente se utilizan el PPD aviar y el PPD bovino ©*7% (figura
3). La deteccidn del IFN-y se lleva a cabo con un ELISA tipo sandwich, que utiliza
dos anticuerpos monoclonales contra el IFN-y bovino. Esta prueba tiene la
capacidad de detectar infecciones tempranas, permitiendo encontrar un

mayor numero de animales infectados antes de que se conviertan en una



fuente de infeccidn. El uso de antigenos micobacterianos como ESAT 6 y CFP-
10 mejora la especificidad de la prueba, y éstos se han considerado como
antigenos DIVA para diferenciar animales vacunados con BCG de los no
vacunados; puesto que durante el proceso de atenuacion de la cepa vacunal
se perdieron regiones gendmicas de la cepa original, entre ellas la regién de
diferencia (RD1), que codifica para los antigenos en cuestién, permitiendo asi

la diferenciacién 9,
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Figura 3. Representacion esquemdtica de la prueba del interferén gamma (modificado de 2).
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1.6.3 Prueba de la tuberculina

Para el diagndstico de la tuberculosis bovina y de acuerdo con la Norma Oficial
Mexicana de la Campafia Nacional Contra la Tuberculosis Bovina NOM 031-
Z00-1995 Mycobacterium bovis en México se reconocen tres pruebas: A) La
prueba del pliegue caudal, B) Cervical comparativa y C) la prueba Cervical
simple. Para estas pruebas se ha establecido el uso generalizado del derivado
proteico purificado bovino (PPDb): elaborado con M. bovis cepa AN5 y el PPD
aviar elaborado con M. avium cepa D4 para la prueba cervical comparativa,
con el objetivo de descartar o confirmar animales reactores a la prueba del

pliegue caudal ©.

Para la prueba cervical comparativa (PTCC), se rasuran dos areas
cuadrangulares de 5 cm en el tercio medio del cuello, previo a la inoculacidn,
se mide el grosor utilizando un cutimetro, registrandose en milimetros los
valores obtenidos. El drea superior sera de 10 cm debajo de la cresta; el sitio
inferior sera aproximadamente 10 cm debajo de la anterior, se inocula 0.1 ml
de PPD aviar en el area rasurada superior y 0.1 ml de PPD bovino en la inferior.
La lectura de esta prueba se realiza 72 horas (+6 horas), midiendo con el
cutimetro el grosor de la piel en el sitio de aplicacion, estas se anotan en el
formato oficial, sustrayendo el valor de la primera lectura al de la segunda; una
vez terminado se grafica los valores obtenidos tanto de PPD aviar y PPD bovino

y el punto de interseccién dara el resultado de la prueba.



Las reacciones se clasifican como:

e Negativa: cuando no se observe ni se palpe ningun cambio en la piel del
sitio de aplicacion.
e Reactor: cuando sea visible y/o palpable cualquier engrosamiento,

rubor, calor, dolor o necrosis en el sitio de aplicacion.

Los casos falsos positivos y las reacciones cruzadas, ocurren por el hecho de
que el PPD de la tuberculina comparte muchos antigenos con otras
micobacterias no tuberculosas como M. avium, M. intracellularae, M.

scrofulaceum, M. paratuberculosis, M. kansasii y M. fortuitum .

Recientemente, se ha propuesto el uso alternativo de un cocktail de proteinas
recombinantes que contienen las proteinas ESAT-6, CFP-10 y RV3615c, que
induce una respuesta en animales infectados con M. bovis, pero no en
animales sensibilizados con otras micobacterias ambientales, ademas de no

reaccionar en animales vacunados 727374,

1.6.4 Fundamento de la hipersensibilidad dérmica tardia

En 1890, Robert Koch observd que en individuos infectados por M.
tuberculosis, se presenté una respuesta inflamatoria localizada luego de la
administracion via intradérmica de un derivado crudo de filtrado de cultivo de
la micobacteria, a esta reaccidon cutanea localizada la denomind reaccion de la

tuberculina >,



Cuando ciertos antigenos, son inyectados en un animal previamente
sensibilizado, éstos provocan una reaccidon inflamatoria que se desarrolla
lentamente en el sitio de inoculacidén y que puede tardar de dos a tres dias
reaccion conocida como hipersensibilidad dérmica tardia (HDT) o
hipersensibilidad tipo IV. Se considera una forma especializada de inflamacién
contra microorganismos, que son resistentes a la eliminacidén por procesos

inflamatorios convencionales 7%,

Con frecuencia la lesidon de HDT, es el resultado de una interaccién exagerada
entre el Ag y los mecanismos inmunitarios normales mediados por células. Tras
la sensibilizacién inicial (Figura 4), las células T de memoria reconocen al Ag
presentado por una célula APC y son estimuladas, liberan varias citocinas, de
atraccioén y activacion de macroéfagos si es una respuesta Tyl, o de eosindfilos
si es una respuesta T2 7). Posterior a un periodo de una a dos semanas
durante el cual, las células T especificas se activaran y expandiran clonalmente.
Las principales células que participan en la fase de sensibilizacion son CD4",
pertenecientes a los subtipos Ty1, aunque también las células Ty2, T4y17 y CD8*

estan implicadas "°.



a) Fase de sensibilizacion

Bacterias

intracelulares
Células Ty1
(por lo general)

Células presentadoras Células mediadoras de prh:
de antigeno: Por lo general células T};1
Macrofagos CD4* v ocasionalmente
Células de Langerhans células T,17, T2 y CD8*

Figura 4. Fase de sensibilizacién de la HDT (modificado de ).

Una segunda exposicion al antigeno sensibilizante (Figura 5), se activan las
células T especificas para que secreten diversas citocinas entre ellas IFN-y y
TNF-B, que reclutan macrofagos y otras células inflamatorias, y las activan. Esta
respuesta no es visible sino hasta un promedio de 24 horas post contacto y
alcanza un maximo entre 48 a 72 horas. Si bien las células Tyl son las
iniciadoras principales de la HDT, las células efectoras principales son los
macroéfagos activados. Estos a su vez producen TNF-a e IL-1B que reclutan mas

monocitos y neutrdfilos amplificando la respuesta 7.

Alrededor de las 4 horas del contacto con el antigeno en un individuo
sensibilizado, se acumulan neutréfilos alrededor de las vénulas postcapilares
en el lugar, a las 12 horas se infiltran linfocitos T y monocitos, las células

endoteliales que recubren estas vénulas aumentan de tamafio, muestran un



aumento de organelos biosintéticos y se hacen permeables a las
macromoléculas plasmaticas, liberando fibrindgeno hacia el tejido circundante
convirtiéndose en fibrina. Este depdsito de fibrina, el edema y la acumulacién
de linfocitos T y monocitos provocan la induracion del tejido caracteristica de

la HDT 7).

b) Fase efectora Receptor
MHC
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TFN-y
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TNF-p de
membrana
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Citocinas: IFN-y, L
LT-o (TNF-B), TL-2 T Moléculas de
IL-3, GM-CSF, MIF oo clase II
Quimiocinas: 1L-8/CXCLS, e T O
MCP-1/CCL2 T Radicales de oxigeno

T Oxido nitrico

Figura 5. Fase efectora de la HDT (modificado de 7).

1.7 Vacunas para la prevencion de la tuberculosis bovina

Una vacuna ideal debe ser eficaz, estable y segura, de excrecidon y
sobrevivencia limitada, debe carecer de interferencia con las pruebas

diagndsticas, facil de administrar, asi como de buen costo-beneficio 7%

-



Entre las vacunas que se estan evaluando actualmente para la prevencién de
la TBb. se encuentran las vacunas vivas, vacunas inactivadas, vacunas de
atenuacion génica, vacunas vectoriales, vacunas diferenciales entre animales
infectados y vacunados (DIVA), vacunas de subunidades, vacunas ADN,

nanovacunas y vacunas recombinantes 79,

1.7.1 Vacunas inactivadas

Las vacunas inactivadas con calor o formalina se han probado en varios
modelos animales para contrarrestar la TB. En relacion a ello, se tienen
informes de la evaluacidon de una vacuna de M. bovis inactivada con calor
(HIMB) que fue evaluada en animales silvestres como: jabalies, ciervo rojo,

tején y caprinos, arrojo resultados prometedores 17

Mientras que, Van der Heijden et al., en 2017, evaluaron y compararon la
respuesta inmune de becerros inmunizados unos con una vacuna de M. bovis
inactivada con formalina y otros con una vacuna inactivada con calor,
desafiando ambos grupos con BCG viva, los resultados indicaron que la vacuna

inactivada con calor indujo una fuerte respuesta inmune celular y humoral

(80,81)

1.7.2 VVacunas ADN recombinante

El conocimiento actual de la inmunidad a los microorganismos del Complejo

M. tuberculosis indica que el uso de vacunas de ADN recombinante que



codifican antigenos inmunogénicos especificos podria conducir a estrategias
de vacunacion eficientes. Ademas, la caracterizaciéon de los antigenos
micobacterianos protectores se ha visto facilitada en gran medida por el
analisis de las respuestas inmunitarias inducidas después de la vacunacidon con
ADN recombinante (ADNr). Asi, las nuevas estrategias en la generacion de
vacunas, como las del tipo de ADNr son herramientas actuales que se han
venido evaluado para la posible prevencidon de la tuberculosis bovina. Este tipo
de vacunas parten del principio de aplicar el inserto del ADN de interés de la
micobacteria en vectores como los plasmidos, posteriormente este ADNr es
inoculado en la masa muscular, donde las células sintetizaran las proteinas
micobacterianas que inducirdn la respuesta inmune. Diversos estudios se han
realizado para evaluar su eficacia y grado de proteccidon conferida, al respecto
se ha informado de una variante de ADNr, que codifica para los antigenos 85B,
MPT64 y MPT83, mejoraron la respuesta inmune, y disminuyeron la carga
bacteriana ®?. Por lo anterior, Barba, et al. (2013), evaluaron la efectividad de
vacunas de ADNTr utilizando otro tipo de antigenos de M. bovis; para ello
clonaron los genes que codifican para las proteinas PE11 y PPE68, en el vector
de expresion eucariético pVAX1, y construyeron la vacuna de ADN, basada en
un vector de expresion eucariota, la vacuna no indujo un nivel significativo de

IFN-y, pero si una respuesta importante de anticuerpos &



1.7.3 Vacunas de atenuacion génica

Recientemente, se han propuesto nuevos candidatos a vacunas entre ellas las
vacunas de atenuacién génica, como la vacuna mutante mce de M.
tuberculosis, estas disminuyen en virulencia e incrementan la
inmunogenicidad, estas vacunas vivas inducen una baja pero progresiva
produccion de interferon gamma (IFN-y) y factor de necrosis tumoral (TNF-a)

favoreciendo su habilidad de proteccién contra la tuberculosis %,

1.7.4 VVacunas recombinantes

Una vacuna recombinante, se obtiene de un proceso de ingenieria genética en
el cual se introduce un gen de un microorganismo infeccioso en una bacteria
transformada por un pldsmido introducido por electroporacion ). La vacuna
VPM1002 es una vacuna BGC recombinante (rBCG) para la TBh, esta vacuna
expresa listeriolisina de Listeria monocytogenes, lo que le permite dafar la
membrana fagolisosomal e inducir una fuerte respuesta de linfocitos T, pero a
la vez esta desprovista de ureasa C, enzima responsable de la produccion de
amonio, que participa en la neutralizacidén del fagosoma. El desarrollo de esta
vacuna comenzo en 1990 y actualmente cursa el ensayo clinico fase Il (Figura

6) ©3),
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Figura 6. Vacunas contra la tuberculosis en ensayos clinicos. En café, se muestran las vacunas de
subunidades que utilizan virus como vectores. En azul, las vacunas de subunidades que utilizan

adyuvantes para su administracion. En verde, vacunas terapéuticas compuestas de extractos de

vacunas inactivada. En naranja, las vacunas vivas atenuadas. Modificado de €.

1.7.5 Historia de la vacuna BCG

En 1921, los trabajos de investigacion realizados en el Instituto Pasteur por el
microbidlogo Ledn Charles Albert Calmette y el médico veterinario Camile
Guérin, dieron como resultado la primera vacuna atenuada del siglo XX,
denominada vacuna BCG de M. bovis, nombrandola asi por las iniciales de los
apellidos de los cientificos anteriormente mencionados, quienes mediante 230
cultivos secuenciales en un medio enriquecido con papa, bilis y glicerol,
proceso que durd 13 afios, atenuaron una cepa de M. bovis originalmente

aislada de una mastitis bovina. Inicialmente la vacuna se administré oralmente

ﬂ\
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a niflos nacidos de madres que presentaban tuberculosis activa, por lo que sus
hijos tenian un alto riesgo de desarrollar la enfermedad, la aplicacidén por via
oral se hizo con la finalidad de emular la transmisidn tuberculosa a través de

la leche con un resultado de proteccidn aparente del 90 % 7).

En 1924 |la cepa BCG se envio a otros paises para su uso en la prevencién de la
enfermedad; sin embargo, y debido a que su mantenimiento, conservacién y
propagacion seguia realizdndose por subcultivos dio como resultado Ia
diversificacidon feno y genotipica de la cepa. La cual tiene variaciones tanto en
su morfologia como en la proteccion que confieren contra la tuberculosis en

diferentes modelos animales y en humanos ©2.

Asi, se ha constatado que la BCG comercial no es un producto unico, existen
diferentes formulaciones en términos de cepa, de composicion (la
concentracion de bacterias vivas en los viales de la vacuna puede oscilar entre
50 000 y tres millones por dosis) y/o dosificacién. Actualmente, en los
programas de inmunizacidén a nivel mundial vienen utilizando seis cepas de
BCG: BCG Pasteur 1173 P2, BCG Danish1331, BCG Glaxo 107, BCG Tokyo 172-
1, BCG Rusia-1 y BCG Brasil ®°. Debido a la diversidad de cepas de BCG su
eficacia protectora contra la enfermedad ha sido controversial. Por otra parte,
también ha aumentado la necesidad de demostrar su potencia, pureza,
efectividad, inocuidad y estabilidad por medio de pruebas analiticas de control
y aseguramiento de la calidad. La estimacion de la eficacia de la vacuna BCG
contra la tuberculosis pulmonar muestra un rango de 0 a 80% para varias
vacunas BCG en diversas condiciones. Por otra parte, las pruebas prospectivas
y los estudios de caso/control en nifios recién nacidos y menores de un afio

muestran una reduccidn significativa en el riesgo de meningitis tuberculosa y



diseminada (miliar) con el uso de la vacuna BCG, el cual provee de una
proteccion de 70-80%. Los diferentes grados de efectividad del BCG en
distintos grupos de edad se han tomado como evidencia de que la vacuna
protege mejor contra la diseminacion de la bacteria en la enfermedad primaria
progresiva, que contra el desarrollo de focos localizados en la reinfecciéon o en

la reactivacion de la enfermedad .

Con respecto al uso y evaluacidén del BCG en el control de la tuberculosis
bovina, se tienen registros desde 1911 que corresponden a los estudios
iniciales llevados a cabo por los mismos Calmette y Guérin, mucho antes de
gue la vacuna se probara en los humanos, quienes de acuerdo a sus informes
obtuvieron resultados satisfactorios ante el desafio experimental con una cepa
patdégena de M. bovis. A partir de entonces se realizaron varios ensayos en
diferentes paises a principios y mediados del siglo XX para definir mejor su
eficacia; mientras que, otros estudios estaban encaminados a demostrar la
seguridad de las diferentes variantes ancestrales de la BCG, asi como evaluar
el grado de proteccion inducida ante el desafio natural y experimental con M.
bovis. Los resultados obtenidos en los diferentes estudios que se han
efectuado han mostrado discordancias entre ellos, los cual se relaciona entre
otras causas con los diversos disefios experimentales empleados, tipo de cepa,
dosis empleada, vias de administracion de la BCG, exposicidon previa a
micobacterias ambientales, falta de proteccion a largo plazo, alta carga
bacteriana en el desafio natural, y exposicidn previa a M. bovis via calostro
antes de la vacunacion, y finalmente la ruta de desafio utilizada con las cepas
de M. bovis virulentas, todo ello complica las comparaciones entre los diversos

estudios, 107274,



Por otro lado, aunque algunos estudios indican que la BCG puede no inducir
una inmunidad completamente protectora, si muestran que tanto las lesiones
como la carga bacilar se reduce considerablemente 2%, Algunas conclusiones
de estos primeros estudios siguen siendo aplicables hoy en dia, entre ellas: una
sola dosis de BCG proporciona inmunidad no estéril, posterior al desafio

experimental con M. bovis virulento.

Actualmente, los estudios de investigacion se centran principalmente en
mejorar la eficacia de la vacuna y, al mismo tiempo, garantizar su facil
administraciéon, seguridad y estabilidad en el medio ambiente. Siguen
existiendo grandes desafios, particularmente en términos de candidatos a
vacunas y también en la aceptacion de la vacunacién. La vacunacién debe
incluirse en un plan estratégico para el control integrado de la tuberculosis
bajo una perspectiva de “una sola salud”, que también incluye otras medidas
como la mejora de la bioseguridad en las granjas para evitar o disminuir el
contacto entre animales domésticos y silvestres, asi como la investigacion de

campo en fauna silvestre para determinar su papel en la infeccion

1.7.5.1 Cepas de BCG

Como se comentdé anteriormente, luego de la autorizacion y distribucion de la
vacuna BCG en seres humanos a nivel mundial, y antes del establecimiento del
sistema lote-semilla, la vacuna fue preservada por mucho tiempo por
subcultivo, produciendo la derivacion y diversificacion de subcepas hijas de la

vacuna original BCG. Estas cepas hijas se ha mostrado, han perdido regiones



genéticas que han afectado su caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e
inmunoldgicas y con ello su eficacia protectora®-°?). Por otro lado, estudios
comparativos de M. tuberculosis, M. bovis y M. bovis BCG realizados a nivel
genético, identificaron marcadores de region de diferencia (RD) y duplicacién
en tandem (DU) en las cepas analizadas. Las regiones de diferencia son
regiones de ADN que estan deleteadas en los genomas de la BCG de M. bovis
y de M. bovis comparados con el de M. tuberculosis. Por matrices de
hibridacién diferencial se identificaron 14 regiones de diferencia (RD1-14), con
un tamafio de 2 a 12,7 kpb; las cuales, se mostré estaban ausentes del bacilo
Calmette-Guérin cepa Pasteur en relacion con la cepa virulenta de
M. tuberculosis H37Rv ©3). En relacién con estas regiones de diferencia, se ha
mostrado en particular que los genes codificados por el segmento RD1 regulan
otros loci asociados a la virulencia de M. bovis y de M. tuberculosis; con ello,
se determind que la region RD1 esta involucrada en la atenuacion de la BCG, y
que su delecion en M. tuberculosis H37Rv conducia también a la atenuacion
de la cepa, hecho que se confirmé al reintroducir la regidn mencionada en la
BCG, resultando en la represion de al menos 10 proteinas, y en la induccion de
tres proteinas adicionales. Esto condujo a la generacidn de un patréon de
expresion proteica en BCG, muy similar al exhibido por cepas virulentas de

M. bovis y de M. tuberculosis.

La razon mas obvia para la atenuacion de BCG fue la pérdida del sistema de
secrecion de proteinas ESX-1 debido a la delecién de RD1, que es uno de los
cinco sistemas de secrecion tipo VII que se encuentran en el genoma de
M. tuberculosis. El locus RD1 de M. tuberculosis comprende nueve genes

(Rv3871-Rv3879c). Los genes Rv3874 y Rv3875 codifican dos proteinas



pequeias de secrecidon que son inmunodominantes: la proteina de filtrado de
cultivo 10 (CFP-10) y la proteina antigénica temprana de 6 kDa (ESAT-6),
respectivamente. La exportacion de estas dos proteinas esta mediada por un
aparato secretor codificado por genes adyacentes en el locus RD1, incluyendo
al menos una proteina transmembrana (Rv3877) y dos ATPasas de la familia
AAA (Rv3870 y Rv3871). Varios estudios indican que la secrecion de ESAT-6 y

CFP-10 es necesaria para la virulencia mediada por RD1 ©*%°),

Es asi que los andlisis comparativos del genoma de las cepas hijas de la BCG
han descubierto una amplia diversidad genotipica, que incluyen deleciones,
polimorfismos de un solo nucledtido y duplicaciones de regiones gendmicas
(1) para comprender la evolucién, atenuacion y eficacia protectora variable
de las diversas vacunas de BCG, se realizd un analisis comparativo del genoma
y transcriptoma de la cepa de M. bovis BCG Pasteur 1173P2, determinando
gue el genoma de 4 374 522 pb contiene 3954 genes que codifican proteinas,
58 de los cuales estan presentes en dos copias como resultado de dos

duplicaciones en tdndem independientes, DU1y DU2 ©7),

DU1 esta restringido a la BCG Pasteur, aunque existen cuatro formas de DU2;
DU2-I se limita a las primeras vacunas de BCG (BCG Rusia, BCG-Japdn y BCG-
Moreau), DU2-Il (BCG-Suecia y BCG-Birkhaug), Ill (BCG-Danesa, BCG-Praga,
BCG-Glaxo y BCG-China) y IV (BCG-Phipps, BCG-Tice, BCG-Frappier y BCG-
Pasteur) (Figura 7) ©7°%9%190 | 3 cepa Phipps y la cepa Pasteur comparten una
considerable homologia, sin embargo, pueden ser diferenciadas por la
duplicacién de DU1 en la cepa Pasteur *°Y). Y en lo que respecta a la BCG-
Phipps las principales regiones de diferenciacion (RD) pérdidas son RD1, RD2y
nRD18 12,



Como se comentd anteriormente, RD1 es un segmento de ADN que
comprende 9,5 kb, que fue eliminado en todas las demas cepas de BCG, y que
codifica proteinas altamente inmunogénicas reconocidas por los linfocitos T,
como son: ESAT-6, CFP-10, Rv3873 y la proteina PPE, entre otros !>/, RD2 es
un segmento de ADN de 10,7 kb que codifica muchas proteinas, incluyendo
Mpt64 y CFP-21 1% y nRD18 es un segmento de 1,5 kb que contiene genes
gue codifican Sigl, un factor sigma alternativo de la ARN polimerasa que sélo

se perdio en las cepas BCG Pasteur, Phipps, Frappier, Connaught y Tice 1%,

Actualmente es desconocido cual cepa BCG ofrece la mejor proteccion contra
la TBh y la TBb, sin embargo, es necesario mas estudios para resolver estas
cuestiones. En relacién a ello, en un estudio realizado por Zhang et al. (2016)
al evaluar la virulencia y la eficacia de 13 cepas de BCG en SCID y BALB/c
mostraron que las cepas de BCG del grupo IV DU2, al que pertenece la BCG-
Phipps, mostraron niveles de virulencia mayor entre las cepas estudiadas, los
investigadores sefialan que estos distintos niveles de virulencia podrian
explicarse por las duplicaciones y deleciones del ADN gendmico especificas de
cada cepa. Parece haber una tendencia general a que las cepas de BCG mas

virulentas sean también mas eficaces en la proteccion contra el desafio %,
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Figura 7. Genealogia de las subcepas de BCG. Las fechas que aparecen en las ramificaciones indican
el afio estimado de la difusion geogrdfica de la cepa, tras la atenuacion original en el laboratorio de
Calmette entre 1901 y 1922. Los recuadros de la linea temporal indican las deleciones, inserciones o
mutaciones genéticas progresivas asociadas a las distintas cepas, las subcepas se han agrupado sobre
la base de duplicaciones genéticas especificas, que también corresponden a grupos de subcepas
"tempranas"y "tardias". También se muestran las deleciones genéticas naturales que distinguen a M.

bovis tipo salvaje de M. tuberculosis. Abreviatura: DU, duplicacién. Modificado de 7.,

Es asi que en un estudio realizado en México por Castillo y cols en el 2006, con
el propdsito de evaluar el grado de proteccion ofrecido por diferentes
subcepas de la vacuna BCG en modelo ratén, mostré que al desafio
empleando una cepa patdgena de M. tuberculosis, los ratones inmunizados
con las subcepas Birkhaug, Tice, Danesa y Moreau, presentaron zonas

amplias de neumonia y una fuerte respuesta a la prueba de tuberculina

B



intradérmica (ID); mientras que, las subcepas Suecia, México y Frappier
aunque mostraron reduccién de las areas de neumonia, una menor cantidad
de UFC recuperadas de tejidos y una moderada respuesta a la prueba ID, su
eficacia fue menor a la que se registrd con la subcepa Phipps 1. La eficacia
protectora de las cepas de BCG parece correlacionar con su agrupacion
genética basada en duplicaciones en tdndem, ya que las cepas del grupo IV
(BCG-Phipps, BCG-Frappier, BCG-Pasteur y BCG-Tice) y el grupo Il (BCG-China,
BCG-Danesa, BCG-Prague y BCG-Glaxo) ofrecen una proteccién
significativamente mejor que las cepas del grupo Il (BCG-Suecia y BCG-
Birkhaug) en ratones vacunados. El grupo de BCG mas protector, el grupo IV
de DU2, también tenia el mayor nivel de virulencia en ratones con
inmunodeficiencia combinada severa (SCID) , al respecto se determind existe

a %) por otro lado, la asociacion

correlaciéon entre la virulencia y la eficaci
entre el contenido y la capacidad de inducir respuesta inmune no son
sindnimos ya que las cepas Phipps y Tice pertenecientes al mismo grupo, son
diferentes en la capacidad de inducir inmunidad en modelo animal lo que
podria sugerir que la regulacion de la expresion de los componentes
bacterianos en el hospedero participa de forma importante en la capacidad de

inferir proteccién 1%,

1.8 Definicion de bioseguridad

Se define a la bioseguridad como el conjunto de medidas y normas preventivas

puestas en practica para reducir o eliminar los factores de riesgo asociados a



las enfermedades transmisibles en los sistemas de produccién bovina, dentro
de las cuales se contemplan medidas de bioexclusion o bioseguridad externa

y de biocontencidn o bioseguridad interna, con la finalidad de )

e Evitar o reducir el riesgo de entrada (y salida) de enfermedades y sus
vectores.
e Evitar o disminuir la difusion de enfermedades en la granja.

e Incrementar la resistencia de los animales a las enfermedades.

Aunque no existe un protocolo de bioseguridad universal, existen métodos
especificos que pueden aplicarse en cada establo lechero para enfermedades
determinadas. Entre las variables que deben considerarse al elegir el protocolo
a usar son, entre otras la raza, niumero de animales en el hato y distribucion
por grupos productivos. Sus beneficios son el incremento en la produccién de
leche, reduccion gastos por menor uso de antibidticos, el incremento en el
valor agregado a los animales, con un hato libre de enfermedades y mejor

mercado para la leche.

1.8.1 Bioseguridad en la tuberculosis bovina

Previo a la implementacién de cualquier medida para el control de la
enfermedad, se debe realizar un estudio para evaluar su prevalencia e

incidencia, asi como determinar los factores de riesgo existentes, con el



proposito de establecer medidas concretas de bioseguridad en el hato en
cuestion, definiendo entonces los objetivos y metas a corto, mediano y largo
plazo, en el cual se proyecta controlar y erradicar la enfermedad. Un plan

integral de Bioseguridad debe considerar * 119);

e La capacitacion de todo el personal.

e Eldisefo de la infraestructura.

e Laseleccion de los sistemas de diagnostico de la TBb.
e La deteccidny eliminacion de animales infectados.

e La prevencion de la diseminacién de la enfermedad.

Como se sabe, la tuberculosis bovina continta siendo una de las enfermedades
mas importantes del ganado vacuno, la cual ha estado presente desde los
tiempos mas remotos de su domesticacion, y guarda estrecha relacion con el
desarrollo intensivo de la zootecnia industrial. Entre los factores de riesgo para
el ganado, se encuentra el hacinamiento de los animales, la raza, la edad y el
contacto con fauna silvestre. Aunque, el bovino es la especie mas susceptible
a la infeccion por M. bovis, la micobacteria no presenta especificidad de
hospedadores, razén por la que la fauna silvestre constituye un importante

reservorio (111,

Para prevenir el contacto con fauna silvestre, la granja deberd incluir entre sus
medidas, actividades de mantenimiento, como la revisién periédica de los

cercos, el retiro de nidos de aves y la reparacién de hoyos en los edificios 112,



El movimiento animal desde hatos infectados o de dareas en donde la
enfermedad es endémica es, uno de los determinantes criticos en la
epidemiologia de la enfermedad; la entrada a través de la compra, constituye

uno de los principales factores de riesgo **3),

El personal debe ser capacitados regularmente en buenas practicas de manejo
para prevenir la entrada de enfermedades, mediante informacion técnica

relevante que les ayude a entender el porqué de estas medidas ** 112,

Todo el equipo utilizado en la unidad de produccién pecuaria (UPP) puede
contaminarse con secreciones infecciosas, por lo que debe ser limpiado y
desinfectado periddicamente, sobre todo si sera usado en corrales de animales
sanos. Se recomienda tener un equipamiento separado para los animales

enfermos.

Los vehiculos son considerados fomites principalmente para patégenos que
pueden sobrevivir largos periodos de tiempo en el ambiente. Los vehiculos
externos que colectan la leche, becerros y cadaveres o que entregan
alimentos, productos farmacéuticos y semen pueden estar involucrados en la
transmisidn de este agente infeccioso, por su rutinaria trayectoria de granja en
granja. Se aconseja no permitir su acceso cercano a los alojamientos de los
animales, si llegase a ser necesario, asegurar su correcta limpieza y

desinfeccion.

El disefio de las instalaciones puede ayudar a prevenir la dispersion de
patogenos, las UPP lechera deben evitar el acceso a fauna nociva y/o silvestre

mediante el correcto cercado del perimetro.



Los hatos lecheros suelen tener una tasa de reposicidn elevada, por lo que la
reposicion propia puede no ser suficiente, por lo que se recomienda disponer
de alguna instalacién de aislamiento o cuarentena **%. Entre dicha instalacién
y los alojamientos de los animales se aconseja una distancia minima de 300
metros '), Para enfermedades de largo periodo de incubacién como lo es la
TBb, se sugiere que los animales cuarentenados se les practique una prueba

diagndstica (tuberculina) para descartar la enfermedad %),

Las micobacterias patdégenas pueden sobrevivir por periodos prolongados de
tiempo fuera del hospedador, y puede ser transportado entre granjas en la
ropa, vehiculos y otros vectores 1'%, La resistencia de las micobacterias a los
desinfectantes quimicos se atribuye al alto contenido de lipidos en su pared
celular, que la hace altamente hidrofébica. Como consecuencia los agentes
hidrofilicos son incapaces de penetrar la pared celular. la solucién de
glutaraldehido al 2 % por 5 minutos a 18°C inactiva a M. tuberculosis. Los
desinfectantes que contienen acido acético, acido peracético y perdxido de
hidrogeno son efectivos contra M. tuberculosis, M. bovis y M. avium 7). El
estiércol utilizado como fertilizante puede contaminar el suelo, las pasturas, el
agua usada para el riego y los mantos friaticos **?. Se ha demostrado que M.
bovis suspendido en estiércol, fue inactivado por acetona al 22 % en menos de
24 horas, por hidréxido de amonio al 1 % a las 36 horas, y por alcohol etilico al

17.5 % a las 48 horas (118,

Los desinfectantes eficaces incluyen soluciones de fenol al 5% asi como
soluciones de elevadas concentraciones de yodo, glutaraldehido vy

formaldehido (4%) *1°).



La fauna nociva se denomina como las especies animales, silvestres o
domesticas que pueden ser reservorios o bien transmisores de agentes
causales de enfermedades *?), para evitar la contaminacién de los alimentos

de los animales, la bodega debe ser disefiada para evitar su acceso.

En algunas zonas del pais, a los bovinos se les suministra agua de jagleyes,
lagos, presas, estanques y rios, dicha agua puede verse facilmente
contaminada con secreciones del mismo ganado, asi como de fauna silvestre,
por lo que se aconseja la potabilizacidon de dicha agua, asi como el muestreo

periddico de esta misma **?).

Se ha comprobado que las micobacterias del complejo MTBC sobreviven mejor
en ambientes himedos como en el barro y el sedimento de represas (9?1,
pueden llegar a sobrevivir entre 60 y 180 dias en materia fecal *?? para
potabilizar el agua es posible usar cloro (0.5 a 1.5 ppm), asi como el acido

peracético y el perdxido de hidrégeno 9,

Por otra parte, para reducir el riesgo de contaminacién ambiental con el
patdgeno, los animales muertos deben ser eliminados en el menor tiempo
posible, esto puede hacerse mediante un recolector autorizado, entierro o

composteo 1'%,

Si bien la transmisidn por la via respiratoria es la via principal, la transmisidn
de una madre a su cria postnatalmente, es posible a través de la ingestion de
calostro o leche contaminada conllevando un factor de riesgo mas importante

de lo pensado en los paises en vias de desarrollo *2),

Una vaca con infeccidn subclinica puede excretar 103 UFC/ml de M. bovis en la

leche 122123 y se ha determinado que el 3 - 10 % de los hatos con bovinos



reactores excretan M. bovis en leche (122124125 |3 crianza artificial con
sustitutos lacteos o leche en polvo es una opcion disponible. Por otra parte, es
recomendable que los centros de paricién (recria) reciban la menor densidad
animal sobre hectarea posible *?°) Los recipientes para agua y alimento de la

recria deberdn mantenerse siempre limpios y secos **?),

Un correcto calostrado de la recria conlleva su correcta administracion,
estimada entre 150 a 200 gr de IgG, poco después del parto, es importante
proveer de un calostro de buena calidad lo cual se logra mediante la medicion

con calostrémetro y refractémetro de Brix 127,

Como alternativas para el almacenamiento del calostro existen la congelacion,
la acidificacién aerdébica, el uso de aditivos organicos y la fermentacion
aerobica A pesar de que la pasteurizacidon a altas temperaturas puede dafar
las inmunoglobulinas, el calostro puede ser tratado de manera segura a una

temperatura de 60° C durante 60 minutos *?7),

La incidencia de tuberculosis bovina se ha reducido principalmente en zonas
de baja prevalencia mediante el establecimiento de programas de control
basado en la estrategia de “prueba y sacrificio”, o “prueba y segregacion”. Bajo
ese control, se recomienda que los hatos afectados se sometan a pruebas
periodicas para eliminar a los que pudieran propagar el organismo; sin
embargo, dependiendo de la prevalencia primeramente se sigue el programa
de prueba y segregacion durante la primera fase de la erradicacidn, y se pasa
a métodos de prueba y sacrificio en la fase final. De acuerdo a los factores de
riesgo la probabilidad de infeccidn es mayor en las explotaciones ganaderas

donde no existe un buen programa de bioseguridad para controlar no solo la



tuberculosis, sino también otras enfermedades de origen infectocontagioso,
favorecido por el sistema intensivo de producciéon ©*°). Este problema se
agrava cuando existe supervision veterinaria insuficiente y un mal manejo de
los hatos, observando frecuentemente animales sanos alojados con animales
adultos enfermos, situacion favorecida por el hacinamiento. Asi pues, previo a
cualquier medida, se debera realizar un estudio donde se evalué la situacion y
prevalencia de la enfermedad para aplicar las medidas pertinentes de control
en los establos lecheros definiendo los objetivos y metas a corto, mediano y
largo plazo. Las normas de bioseguridad son proactivas y contribuyen a
mejorar la cantidad y calidad de la produccién. Estas normas deben ser
estrictamente seguidas por todos, pero a la vez deben ser flexibles en su
naturaleza, practicas, de facil aplicacion y versatiles, abiertas a nuevas

tecnologias o procedimientos que surjan para poder mejorarla continuamente

(128)



2. Hipdtesis

e La vacunacion con BGC Phipps en becerras jévenes, aunado a medidas
basicas de bioseguridad reducird la prevalencia de TBb, sin interferir con

la prueba de la tuberculina cervical comparativa.

3. Objetivo General

e Evaluar la eficacia de la vacuna BCG subcepa Phipps, en becerras de un
hato de alta prevalencia de tuberculosis, conjuntamente con el

establecimiento de medidas de bioseguridad.

4. Objetivos Particulares

e Determinar la prevalencia inicial de tuberculosis bovina en vacas
adultas, vaquillas y becerras mediante la prueba de tuberculina cervical
comparativa (PTCC) en el hato de estudio.

e Aplicar la vacuna BCG-Phipps a toda la poblacién de la Unidad
Productiva.

e Establecer las medidas de bioseguridad en el hato de estudio.

e Determinar la prevalencia de la enfermedad anualmente en el establo

en produccion, y a los 9 y 18 meses post-vacunacion en los establos de



recria y en becerras por medio de la prueba de tuberculina cervical
comparativa (PTCC).

e Dar seguimiento de la respuesta inmune celular y humoral en un grupo
representativo vacunado y control

e Determinar silavacuna por si mismo es inductora de la hipersensibilidad

tardia.

5. Material y Métodos

5.1 Localizacion del estudio

Los ensayos del presente trabajo se realizaron en el laboratorio de
inmunologia del Centro Nacional de Investigaciones Disciplinarias (CENID) en
Salud Animal e Inocuidad del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias (INIFAP) con sede en Cuajimalpa de Morelos de la Cd. De
México. En tanto que, el trabajo de campo se realizé en el Complejo Agro-
Industrial Tizayuca S.A. (CAITSA) ubicado en el kildbmetro 57 de la carretera
federal México-Pachuca. Poniente 2, entre sur 7 y sur 8 Cd. Industrial, Tizayuca
Hidalgo, con coordenadas geograficas 19° 50 latitud norte y 98° 59" de
longitud oeste, a una altura de 2260 metros sobre el nivel del mar, con un clima
BS1k, segun la clasificacion de Kbppen, que corresponde predominante a un

clima semi-seco templado con lluvias de junio a septiembre (Figura 8).
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Figura 8. Cuenca lechera de Tizayuca, estado de Hidalgo.

5.2 Animales de estudio y disefio experimental

La evaluacion de la eficacia vacunal se realizé en tres establos designados A, B
C del CAITSA. El primero (A) conformado inicialmente por 475 vacas Holstein
en produccién de leche, entre un rango de edad de uno a cinco aios; mientras
gue, los establos B y C con un total de 423 becerras, incluian la poblacion de
recria, como de terneras, considerando en este rango a hembras desde pocos

dias de nacidas hasta 6 meses, y a la recria de 6 meses a 20 meses.

Previo a la aplicacion de la vacuna, y luego del consentimiento del propietario,

se aplicd la prueba de la tuberculina cervical comparativa (PTCC) a los animales



de los diferentes establos, con la finalidad de determinar tanto la prevalencia
inicial de los establos como para poder segregar a los reactores. El criterio de
clasificacidon de vacas infectadas y no infectadas se establecié primordialmente
con base a su reactividad a la prueba de tuberculina cervical comparativa y
ELISA, y en algunos animales bajo el criterio de positividad establecidos para
el ensayo de liberacion de IFN-y (BOVIGAM®) para confirmar su status de

animal tuberculoso.

Las actividades del estudio iniciaron con la aplicacién de la PTCC en la
poblacién de vacas en produccidn, practica que se realizo en el mes de octubre
de 2017. Mientras que, en los establos de recria tal actividad se llevd a cabo
en enero de 2018 (Figura 9). Las tareas de vacunacion con la BCG-Phipps en los
diferentes establos se iniciaron en el mes de septiembre del 2018, luego de
tener los datos de reactividad y ELISA, y de haber cultivado y estandarizado Ia
BCG. Ulteriormente, la vacuna se aplicé en todos los nacimientos ocurridos
durante dos afos continuos después de haberse establecido el programa de

vacunacion, a intervalos entre 3 a 6 meses entre uno y otro.

Una vez determinada la prevalencia del hato y de acuerdo a la NOM-031-ZOO-
1995 se clasifico al establo como una zona de produccion controlada con una

prevalencia mayor a 2 % y como un hato de alta prevalencia de TBb.



Figura 9. Establos B y C, zona de recria donde se aplicaron determinadas medidas de bioseguridad,

dar calostro estéril y segregacion de animales reactores. Lugar donde se inicia el programa de

vacunacion.

En el establo (A), de vacas en produccion, se considero el hato de estudio para
evaluar la estrategia de control de la enfermedad mediante vacunaciéon con
BCG y establecimiento de medidas de bioseguridad con la finalidad de lograr
reducir los indices de prevalencia e incidencia de la TBb a mediano plazo; por
lo demas, el programa incluia la repoblacion del hato con becerras vacunadas
desde su nacimiento provenientes de los establos de recria (establos B y C)

(figura 10).
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Figura 10. Disefio experimental para el andlisis de la eficacia vacunal de la BCG-Phipps

5.2 Prueba de la tuberculina cervical comparativa

De acuerdo con la NOM-031-Z0O0-1995, la prevalencia de TBb fue evaluada
mediante la prueba intradérmica de la tuberculina cervical comparativa
(PTCC), en la que se emplean los derivados proteicos purificados de M. bovis
cepa AN5 (PPDb) y el de M. avium cepa D4 (PPDa). Antes de inocular las
tuberculinas correspondientes, se rasuran dos sitios en el tercio medio del

cuello a una distancia aproximada de 12 cm uno de otro, se mide el grosor de



la piel de cada sitio con un vernier y se anotan las lecturas, posteriormente en

el espacio superior se inyecta el PPDa y en el inferior el PPDb (Figura 11).

La lectura se realizé 72 horas después de la inoculacién, midiendo el grosor de
las reacciones. Finalmente se anotaron las lecturas en el formato oficial de la
prueba cervical comparativa, se sustrajo el valor de la primera lectura al de la
segunda, se graficaron los valores obtenidos tanto de PPD aviar como del
bovino y el punto de interseccidn arrojo el resultado de la prueba, De acuerdo

a la grafica oficial se interpretaron los resultados (Figura 12).

Figura 11. Prueba de la tuberculina cervical comparativa (PTCC).
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Figura 12. Grafica para la interpretacion de la prueba cervical comparativa.

5.3 Obtencion de los reactivos biologicos.

5.3.1 Obtencion de la vacuna BCG subcepa Phipps

A partir de un lote semilla (lote madre) de la vacuna BCG cepa Phipps
almacenada a -70° C, de acuerdo los criterios Internacionales recomendados

por la OMS 1?°), se descongeld un vial del lote para su cultivo en medio solido

-,



Middlebrook 7H10 enriquecido con OADC (acido oleico albumina glucosa y
catalasa), e incubd a 37°C hasta su crecimiento por tres a cuatro semanas para
comprobar su pureza. Posteriormente, se tomé una asada de una colonia que
se transfirié a medio liquido Middlebrook 7H9 para la propagacién de la semilla
e incubd nuevamente a 37 °C, en agitacidon a 200 rpm. A partir del nuevo lote
semilla, se sembraron nuevamente las bacterias en medio solido Middlebrook
7H10 con OADC, a 37° C para comprobar la pureza del cultivo, y continuar con
su propagacion hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento, finalmente
se ajustd a la concentracidn requerida para la aplicaciéon en los animales

(Figura 13).




Figura 13. Obtencion de la vacuna BCG-Phipps. (A) Luego del desarrollo de las colonias, se tomé
nuevamente otra asada para inocular matraces con medio liquido Middlebrook 7H9, incubando a
37° C con agitacion, hasta su fase logaritmica media, (B) segtin datos de la curva de crecimiento
obtenida previamente. (C) Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias (UFC) y (D)

ajustaron a las dosis que se emplearian para vacunar 10° UFC.

5.3.2 Obtencion de los extractos proteicos del Filtrado de Cultivo de

M. bovis AN5 y M. avium D4

Las cepas AN5 de M. bovisy D4 de M. avium se cultivaron independientemente
en medio sintético de Stonebrink, durante 3 a 4 semanas a 37°C para adaptar
su desarrollo en medio liquido sobre la superficie; posteriormente se realizé
un segundo pase en el mismo medio, y de ahi se tomd una asada para inocular
en medio liquido de Dorset-Henley, por seis a ocho semanas hasta la formacion
de una gruesa masa bacteriana sobre la superficie. Al término, la masa se
separo por filtracion a través de una malla de alambre. El liquido residual se
paso a través de papel filtro Whatman y por ultimo se emplearon filtros de

nitrocelulosa con tamano de poro de 1.2, 0.8, 0.45 y 0.22 um para la obtencion

-



de un filtrado libre de bacterias. Posteriormente, las proteinas presentes en el
filtrado se precipitaron con sulfato de amonio ((NH4),SO4) a una saturacién
final del 80%, con agitacion constante a 4°C por 24 horas, el precipitado
resultante se centrifugd a 15 000 g por 1 hora, posteriormente se re-suspendid
en solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4 y dializo exhaustivamente
contra H,0 y PBS. El material asi obtenido se denomind, extracto proteico de
filtrado de cultivo (CFPE), la concentracién de proteina del CFPE se determind

por el método de Bradford.

5.4 Medidas de bioseguridad consideradas tanto en establo en

produccion como en la zona de recria

Para los animales que fueron identificados como reactores por la prueba
cervical comparativa (PTCC) y ELISA, se le indicé a el responsable de los
establos (B y C), que efectuase el aislamiento (segregacion), y en la medida
posible la remocion de vacas positivas, para proteger a la poblacion joven no
infectada de la exposicién a animales viejos y/o reactores. En animales en
produccién del establo A, se indicd ordefiar primero vacas negativas y después
las positivas con posterior lavado de los comederos de la sala de ordefia. Para
la recria se aconsejo no calostrar, ni dar leche de vacas reactoras o de vacas
viejas negativas a terneros, salvo que estuviera pasteurizada, ademas de que
se les recomendd el uso de sustituto lacteo, o en su caso la implementacién
de sistemas de pasteurizacidon a nivel de UPP. Por ultimo, se les encomendd
realizar un diagndstico frecuente, por medio de la PTCCy ELISA, cada 12 meses,

en el establo de produccion y en becerras cada 6 meses. Lo cual seria un



indicador de la efectividad de las medidas de bioseguridad junto con la

aplicacién de la vacuna BCG.

5.5 Vacunacion de becerras con BCG M. bovis Phipps 1 x 10° UFC

Una vez calculadas las prevalencias de cada establo, se aplicé la vacuna BCG
1 x 10° UFC a todas las vacas del establo A, asi como a las novillas, becerras y
terneras del area de recria de los establos B y C, actividad que se realizd en
enero del 2018. A partir de esa fecha todo animal menor a cuatro meses de
edad fue vacunado durante los dos afos que duro el estudio, tiempo al cual se

determind la eficacia vacunal de acuerdo a la siguiente féormula:

~ (TANV —TAV

TANV ) x 100

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

TAV= Tasa de ataque en vacunados

La tasa de ataque fue considerada como la frecuencia de animales reactores
determinada por la prueba cervical comparativa de tuberculina, tanto en

animales vacunados como en los animales no vacunados.



5.6 Seguimiento de la respuesta inmune humoral y celular en grupo
experimental (becerras). (2° parte experimental evaluacion de la

respuesta inmune)

Se seleccionaron 20 becerras, las cuales fueron confirmadas negativas a la
enfermedad previo a la vacunacion, por medio de la PTCC, IGRA (BOVIGAM®)
y ELISA. La seleccién se hizo de un grupo de 101 becerras de entre 1 —4 meses
de edad, provenientes de los establos B y C. Del cual el 95 % resultaron
negativas a la PTCC. Del grupo de 20 becerras, 10 se inmunizaron
subcutdneamente con 1 x 10° UFC de la vacuna BCG-Phipps en 1 ml de buffer
de fosfatos estéril (PBS) en la tabla del cuello; mientras que, las otras 10
fungieron como grupo control y fueron inoculadas con 1 ml de buffer de

fosfatos estéril (PBS).

A las becerras de ambos grupos se les tomaron muestras sanguineas
periddicamente por espacio de afio y medio para evaluar la respuesta inmune
inducida alos 15, 30, 60, 120, 180, 360 y 480 dias post-vacunacion, para lo cual
se empled un ELISA comparativo con el propdsito de determinar niveles de
anticuerpos 1gG especificos a los antigenos micobacterianos, y los ensayos
IGRA para cuantificar el interferdn y liberado en cultivos de sangre completa
de los animales ante el estimulo antigénico para evaluar la respuesta inmune

celular, las cuales se describen a continuacion.

La prueba de la tuberculina se aplicd a los 6, 12 y 18 meses para determinar el

efecto de la vacuna en la reactividad de los animales de seguimiento.



5.7 Ensayo inmunoenzimdtico (ELISA) para determinar anticuerpos

hacia M. bovis, y M. avium.

Se obtuvo suero sanguineo de todos los bovinos en estudio. Como antigeno
para las pruebas de ELISA se utilizd el extracto proteico del filtrado de cultivo
de M. bovis y M. avium. Las concentraciones y diluciones dptimas de antigeno,
suero, conjugado y sustrato se estimaron previamente. Se adsorbieron placas
de 96 pozos con 1.0 ug de antigeno diluido en 100 ul de solucién de carbonatos
pH 9.6 toda la noche a temperatura ambiente. Después de lavar, se
bloquearon los sitios reactivos de la placa con una soluciéon de leche
descremada al 3 % en PBS-0.1 % Tween 20 durante 2 h a 372 C. Las placas se
lavaron nuevamente y se incubaron a 372 C durante 1 h con 100 pl de los
sueros diluidos 1:100 por triplicado. Después de lavar, se afiadieron 100 ul de
proteina G marcada con peroxidasa diluida 1:10 000 para revelar los
anticuerpos IgG. La peroxidasa se reveld con 100 ul de una solucidon de orto-
fenilendiamina en solucién amortiguadora de citratos pH 4.5 y peroxido de
hidrégeno. La reaccién se detuvo con 50 pl/pozo de acido sulfurico 2 M y las
densidades Opticas se leyeron a 492 nm en un lector de ELISA. Para fines
diagndsticos el punto de corte empleado fue de 0.35 DOgsg,, el cual fue

determinado previamente 13,



5.8 Estimulacion in vitro de cultivos de sangre completa

Se obtuvieron muestras de sangre heparinizada por puncion de la vena yugular
de las diferentes becerras en estudio. Las muestras se trasladaron al
laboratorio a temperatura ambiente (24-30°C) identificadas correctamente.
Después de limpiar los tubos conteniendo la sangre con alcohol y distribuidos
en una gradilla, se introduce ésta en la campana de flujo laminar previamente
desinfectada. Las sangres se distribuyen en condiciones asépticas en placas de
24 pozos (Nunclon, Roskilde, Denmark) a razén de 1.5 ml por pozo,
considerando tres pozos por animal. Uno de los se estimuld con 100ul del PPD
bovino (20ug/ml), otro con 100ul del PPD aviar (20ug/ml) y dejo el tercer pozo
sin estimular como testigo. Las placas de cultivo se incubaron por 24 horas, en
una atmosfera de 95% aire, 5% CO2 con humedad saturada a 37°C, cumplido
el tiempo de incubacidén se colectaron los plasmas de los diferentes pozos en
tubos eppendorf previamente identificados, los cuales se congelaron a -70°C
hasta la realizacion de la prueba de ELISA sandwich para detectar los niveles

de IFN-y.

5.9 Ensayo de liberacion de Interferon gamma

La evaluacion del IFN-y en los plasmas colectados se realizd de acuerdo a las
indicaciones sefialadas en el instructivo del kit comercial utilizado
(BOVIGAM®, Prionics AG, Schlieren-Zurich, Switzerland). Al termino del

procedimiento, las absorbancias de las muestras de plasma se leyeron



mediante un lector de ELISA (Benchmark-Plus Microplate Spectrophotometer
Bio-Rad Laboratories, Hercules CA, USA) a una densidad dptica de 450 nm
(DO4s0 nm). Una muestra se considerd positiva cuando el valor de DOyso nm €N
presencia de PPD bovino menos el valor de DOgsso nm €n presencia de PPD aviar
> 0.1y cuando el valor de DOg4sonm €n presencia de PPD bovino menos el valor
de DOusonm Sin estimulo > 0.1 3%, Este criterio fue utilizado para el diagndstico
de la enfermedad; en tanto que para el seguimiento de la respuesta inmune
los resultados se expresaron como indices de estimulacion antigénica (I.E.) con

respecto al control, que se calculd de acuerdo a la siguiente formula:

I E Concentracién de IFN — y en plasma en presencia del estimulo antigénico

" Concentracién de IFN — yen plasma en ausencia del estimulo antigénico

5.10 Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante la prueba t-Student utilizando el
software Statistical Analysis System (SigmaStat Ver. 4) para determinar
diferencias significativas entre los resultados obtenidos de niveles de
produccion de IFN-y y niveles de anticuerpos IgG en los grupos evaluados a
un nivel de significancia (p<0.05). Mientras que, para determinar diferencias
en funcion del tiempo intra-grupos se empled la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis con una significancia considerada de (p<0.05).



6. Resultados

6.1 Vacunacion de becerras con BCG 1 x 10° UFC

Antes de iniciar con la vacunacion, en el mes de enero de 2018 se realizd la
PTCCy el ELISA a las becerras de los establos de recria (B y C), siendo la recria
de estos establos la destinada para repoblar el establo en produccién (A). La
prevalencia inicial determinada en estas becerras fue del 17.7% (75/423),

(figura 14).
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Figura 14. Prevalencia de TBb por prueba cervical comparativa en los establos
de recria.

En el ELISA comparativo, el 11.11 % (47/423) de las becerras fueron positivas
a M. bovis (figura 15); mientras que el 1.9 % (8/423) resultaron positivas a M.

avium (figura 16) antes de la vacunacion.
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Figura 15. Determinacion de niveles individuales de anticuerpos en las becerras de los establos de
recria por ELISA, empleando el CFPE de M. bovis, previo a la vacunacion. La linea indica el punto de

corte de 0.35 DOys;
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Figura 16. Determinacion de niveles individuales de anticuerpos en las becerras de los establos de
recria por ELISA, empleando el CFPE de M. avium, previo a la vacunacion. La linea indica el punto de

corte de 0.35 DOy,



En el mes de septiembre de 2018, se aplicé la vacuna BCG a las terneras recién
nacidas empleando una dosis de 1 x 10° UFC, y posteriormente cada 3 a 6
meses durante dos afos se inmunizaba a todos los animales nacidos después
de la fecha anteriormente sefialada. Estableciendo a la par las medidas de

bioseguridad mencionadas previamente.

En la figura 17 se muestran los resultados de reactividad registrados en estos
grupos a los nueve meses y a los dos afios post-vacunacion. A los nueve meses
el porcentaje de reactores disminuyo de 17.7% registrado inicialmente a 5.6%
(20/355); en tanto que, a los dos afios la reactividad registrada fue de 10.3%
(35/339), mostrando un aumento con respecto a la que se registré a los nueve
meses post-vacunacion, siendo no obstante menor a la que se obtuvo al inicio
del estudio. Si bien, existe diferencia en el nimero de animales probados con
el transcurso del tiempo entre una evaluacion y la otra, a razdn de la dinamica
poblacional del hato de recria debida al movimiento de éstos al hato
productivo, o a su eliminacién por ser tuberculoso, o por otras enfermedades,

el 80% de la poblacidn vacunada inicialmente permanecia en los establos.
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Figura 17. Establos de recria, becerras reactoras y negativas al PPD bovino después de la
vacunacion durante un periodo de 2 afios.

La prevalencia inicial determinada en el establo de produccion (A) en un total

de 475 vacas en produccion y secas por La PTCC fue del 47.1% (224/475), con
13.47% (64/475) de animales sospechosos, (figura 18).
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Figura 18. Prevalencia inicial de TBb en el establo de produccién (A), determinada por la PTCC

En la prueba seroldgica de ELISA, el 7.1 % (34/475) de las vacas resultd
positivas a M. bovis (figura 19); mientras que, el 1.9% (9/475) fue positiva a M.
avium (figura 20). De las 34 positivas a ELISA, 13 fueron reactoras a la PTCC, 13

negativas, 6 sospechosas (2 animales no se les pudo dar seguimiento).
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Figura 19. Determinacion de niveles individuales de anticuerpos en vacas en produccion por ELISA
empleando el CFPE de M. bovis, previo a la vacunacion. La linea indica el punto de corte de 0.35

DOg9;
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Figura 20. Determinacion de niveles individuales de anticuerpos en vacas en produccion por
ELISA, empleando el CFPE de M. avium, previo a la vacunacion. La linea indica el punto de corte
de 0.35 DO492

Con el antecedente de la prevalencia de tuberculosis registrada por la prueba
PTCC a finales del 2017 para este establo en produccién (A) y con la finalidad
de comparar y determinar, si la prevalencia de la enfermedad disminuyd por
efecto de la vacunacion, en septiembre de 2019 se aplicd la segunda PTCC a
338 vacas, de las cuales 127 fueron reactoras, por tanto, la prevalencia
registrada en ese entonces fue del 37.6% (figura 21b). Es importante
mencionar que 100 de estos animales reactores, ya habitaban en el establo
desde hacia varios anos y fueron vacunadas cuando tenian mas de 2 afos de
edad, mientras que las otras 27 vacas fueron movilizadas de los establos de
recria (B y C) al establo de produccidn (A) y recibieron la vacuna cuando tenian
menos de 2 ainos de edad. En el mes de junio del aino 2020, 344 vacas fueron

tuberculinizadas y la prevalencia calculada fue del 20.9 % (72 vacas reactoras)



(Figura 21c). Evidenciando una reduccion de vacas reactoras del 44.3 % al cabo

de 3 anos.
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Figura 21. Comparacion de la prevalencia de TBb en vacas del establo en produccion (A) en los afios

2017 (a), 2019 (b) y 2020 (c). Donde se observa una disminucion gradual en la cantidad de animales

reactores.

6.2 Respuesta inmune celular y humoral

Como se explicé anteriormente, la evaluacion de la respuesta inmune inducida
por la vacuna BCG-Phipps, se realizé en un grupo de 10 becerras neonatas
negativas a las diferentes pruebas diagnodsticas para la TBb, teniendo un grupo
del mismo numero de animales con el mismo status inicial a la enfermedad.
Los resultados de evaluacion en los niveles de produccién de IFN-y en cultivos

de sangre completa estimulados con el CFPE de M. bovis, indican diferencia



significativa a los 30 dias (P=0.007) y a los 180 dias (P=0.008) para el grupo
vacunado en relacién con el grupo control; en tanto que, para éste se
observaron incrementos importantes a los 120 y 480 dias de seguimiento,
seflalando posibles infecciones en los animales del grupo. También se
registraron diferencias en los niveles de produccién de la citocina en el grupo
vacunado en funcion del tiempo, para los dias 30, 60, 180 y 360 dias con

respecto al primer y Ultimo muestreo (p<0.05) (Figura 22).
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Figura 22. Grafico del promedio + DE en los indices de produccion de IFN-y en funcidn del
tiempo de muestreo, obtenidos en cultivos de sangre completa estimulados con el CFPE
de M. bovis en los animales del grupo vacunado con BCG-Phipps 1 x 10° UFC y del grupo

control.

Las variaciones en los niveles de anticuerpos I1gG en el grupo inmunizado con
respecto al grupo control determinados por ELISA, no mostraron diferencias

significativas en funcion del tiempo; sin embargo, si se registraron niveles




ligeramente mas altos que el promedio determinado a los 30 dias para el grupo

control (Figura 23).
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Figura 23. Grafico del promedio + DE en los niveles de anticuerpos IgG determinados por
ELISA empleando el CFPE de M. bovis en los animales del grupo vacunado con BCG-Phipps
1x10° UFCy del grupo control.

En la prueba intradérmica de la tuberculina doble comparativa efectuada a los
seis meses post-vacunacion, una de las becerras del grupo vacunado fue
reactora, y ninguna de las becerras del grupo control lo fue (Cuadro 1). A los
12 meses que fueron nuevamente probados los animales, la reactividad del
animal reactor del grupo vacunado desaparecid, y no volvio a ser reactor en la
subsecuente prueba efectuada a los 18 meses. En tanto que, dos animales del
grupo control fueron positivos a los 12 meses y permanecieron igual a los 18
meses (Cuadro 1), indicando un estado de infecciéon en ellos, lo cual se

confirmé por su resultado positivo a la prueba IGRA (BOVIGAM®).

oo,



Cuadro 1. Reactividad a la prueba de tuberculina doble comparativa
en el Grupo de becerras vacunadas con BCG-Phipps y Grupo control

6 meses post 12 meses post 18 meses post
Prevacunacion
vacunacion vacunacion vacunacion
BCG 1x10° UFC 0/10 1/10 0/10 0/10
No vacunado 0/10 0/10 2/10 2/10

7. Discusion

La Tuberculosis bovina constituye un problema de dificil control y erradicacion
en los sistemas producto-bovino-leche con alta prevalencia; lo cual se
relaciona con factores inherentes a la propia enfermedad como lo es, su curso
crénico y grado de infeccidn; asi como, la capacidad del patégeno de
permanecer latente en el hospedador por un largo periodo. Mayormente, una
nutricion deficiente, presencia de enfermedades concurrentes, esquemas
intensivos en la produccion de leche; ademds de un mal manejo de los
establos, incluyendo la falta de medidas de bioseguridad son factores de riesgo
gue favorecen la aparicion de nuevos casos, a la vez que dificultan el control

de la enfermedad (17/132:133),

Actualmente las estrategias rutinarias de control se fundamentan en la
identificaciéon de animales infectados mediante la prueba de tuberculina,
principal herramienta diagndstica empleada para el efecto, y la posterior
eliminacion o segregacion de los animales reactores 3%, Sin embargo, debido

a la carencia de esquemas de compensacion por el alto costo que ello



representa, existe una baja participacién en apoyo a las actividades de la
Campaia contra la Tuberculosis Bovina. Mayormente, en los sistemas de
produccidon bovinos-leche con tecnificacidn semi-intensiva e intensiva, en los
cuales las estrategias de control anteriormente mencionadas no han logrado
el éxito esperado, se observan incrementos en los indices de incidencia y
prevalencia, que conlleva a una disminucion de los parametros productivos y
reproductivos en los sistemas, por lo que se busca otras estrategias de control,
basadas en el establecimiento de medidas sanitarias y de bioseguridad,
conjuntamente con un programa de vacunaciéon contra la TBb,
primordialmente en becerras y posteriormente en las diferentes etapas de
desarrollo de los animales en produccion 74, Al respecto la vacuna BCG se
considera el bioldgico mas idoneo, dado que deriva del propio microorganismo
causante de la enfermedad, Mycobacterium bovis. La BCG es una bacteria viva
atenuada que ha mostrado induce una respuesta inmune celular protectora

134,135,136) pDyrante

ante desafios controlados y bajo condiciones de campo |
muchos ainos se ha puesto en tela de juicio su efectividad y un problema que
ha impedido su practica es la posible interferencia de la vacunacién con la

137.138) " Actualmente, se desconoce el

prueba diagndstica de la tuberculina |
porcentaje de conversion de la PTCC inducida por la BCG, su significado con
respectos a la inmunidad protectora y cudles son los factores que determinan
o influyen en el establecimiento de ésta, ya que puede estar afectada por la
cepa de BCG empleada, dosis, edad de aplicacion, participacién de las
micobacterias ambientales, |a idiosincrasia inmunoldgica de cada organismo y

un sin numero de factores que han sido poco analizados. Por lo anterior, en

este estudio se evalud la eficacia de la vacuna BCG-Phipps a una dosis de 1 x



10° UFC, considerada una dosis baja en el control de la tuberculosis bovina en
un hato de alta prevalencia. Para ello, se aplicé la vacuna a toda la poblacion
de becerras y vaquillas de los establos de remplazo o de repoblacién (B y C), al
hato de produccidn, establo A. De los cuales se determiné la prevalencia de la
enfermedad previo a la aplicacion de la vacuna BCG, registrandose una
prevalencia en el hato de produccién de 47.1% (224/475) en octubre de 2017
(Figura 18); en tanto que, para los establos de recria (B y C) la prevalencia fue
del 17.7% (75/423) (Figura 14). Al momento de vacunar y de tener los datos de
prevalencia, se les encomendd y dieron instrucciones al propietario y a los
encargados de los establos de seguir las medidas de bioseguridad indicadas
para coadyuvar en el control de la enfermedad, las cuales incluian: Eliminacién
de becerras confirmadas tuberculosas, la no introduccién de becerras de otros
establos, cuyo estatus a la enfermedad era incierto, pero sila repoblacion con
becerras vacunadas desde su nacimiento, no dar calostro ni leche de vacas
reactoras salvo previa pasteurizacion. Mayormente, en establos de alta
prevalencia hay una mayor posibilidad de que existan vacas anérgicas, por lo
gue es una condicionante fuerte para que el calostro y la leche se pasteuricen,
0 en su caso usar sustituto lacteo. Debido a que los animales anérgicos, que
generalmente se encuentran en estados avanzados de la enfermedad resultan
negativos a las pruebas de tuberculina e IFN-y, es por ello que, el monitoreo
diagnodstico de los animales de los hatos se realizd rutinariamente lo cual
permitiria verificar si las medidas de control aplicadas estaban dando los
resultados esperados de reducir la prevalencia de Ila tuberculosis.
Considerando este seguimiento durante dos anos después de haber aplicado

la vacuna BCG-Phipps a la poblacion de vaquillas y becerras, y dando



continuidad de vacunar a toda becerra neonata durante el periodo que durd
el estudio, que a los nueve meses la prevalencia determinada por la PTCC
disminuyd de 17.7% a 5.63%; mientras que, a los dos afios la reactividad fue
de 10.3%, mostrando un aumento con respecto a la que se registré a los nueve
meses post vacunacion (Figura 17). Al momento de pasar los niumeros de
animales reactores a la base de datos, se observaron nimeros diferentes a los
ya previamente registrados, comentando esta situacion con el propietario y
encargado de los establos, se nos informd que habian adquirido becerras de
otros establos desconociendo su estatus ante la enfermedad; ademas, se
observd que no habia una separacion de los calostros ni de la leche
proveniente de vacas reactoras, tal fue asi que, becerras probadas menores a
un mes de edad mostraban reactividad a la PTCC. En relacién a ello, se ha
documentado ampliamente que la introduccién de ganado bovino a los
establos de control es una practica frecuente en los sistemas producto-bovino-
leche, lo cual representa un riesgo alto de transmision de tuberculosis entre
hatos, que facilita la propagacion de la TBb a otras dreas geograficas.
Mayormente, también se ha documentado que el movimiento de ganado es la
principal fuente de transmisién de la enfermedad a hatos libres **°). Es asi que,
muchos de los brotes de tuberculosis que se han producido, sobre todo en
paises donde la enfermedad ha sido controlada, se han presentado con

posterioridad al traslado de ganado 128140,

Por otro lado, y en particular en la Cuenca Lechera de Tizayuca, Hgo, pocos
propietarios cuarentenan a los animales de reciente compra, lo cual
representa un riesgo alto de transmision de tuberculosis u otras enfermedades

en el hato, este escenario de riesgo es mayor si se trata de becerras, a las



cuales, y de acuerdo a la norma de la CANETB no se tuberculinizan hasta
pasados los tres meses de edad, escapando a la deteccién temprana de la
enfermedad; maxime cuando se tienen informes de casos de tuberculosis
diseminada en becerras menores a cinco meses de edad, sefalando la
adquisicion de infecciones congénitas o perinatales **Y. Existen informes
previos de neumonia grave con lesiones granulomatosas en pulmén, higado y
ganglios linfaticos en becerras de 15 y 45 dias de edad ***'*3), Estos informes
sefalan la relevancia de realizar un diagnostico temprano de la enfermedad y
de limitar la introduccion de becerras a los hatos en fase de control. En este
contexto, la introduccién de becerras a los establos de recria (B y C) tuvo un
efecto negativo en el estudio de control de la enfermedad que se habia
implementado, lo que se pudo constatar al realizar las pruebas de tuberculina
a los dos afios posteriores a su establecimiento, cuando se observd un
porcentaje mayor de reactividad en la poblacion de estos establos. Con ello se
destaca la importancia de mantener y dar seguimiento a las medidas de
bioseguridad en los establos en los que en un futuro remoto se aplique la
vacuna contra la TBb, asi como realizar un diagndstico preventivo y oportuno

a los animales que se introduzcan a los hatos.

Contrario a lo que se registré durante el periodo de estudio en la poblacién de
becerras y vaquillas, la prevalencia en el establo de vacas en produccién si se
mantuvo a la baja, en relacion a ello, y de acuerdo a los registros inicial y
posteriores de la PTCC, la prevalencia bajo de 47.1% a 20.9% en un periodo de
dos afos (Figura 21). Seialando una reduccién del 44.3% de vacas reactoras
en el establo de produccién, calculandose entonces una eficacia vacunal de

55.62 % lo cual fue posible en un plazo de dos afnos de establecido el programa



de control, y considerando la dindmica de poblacién en los establos de
produccidn; puesto que, por edad o enfermedad muchos animales fueron
eliminados, y para mantener el nUmero de vacas productoras, éstas fueron

reemplazados por las vaquillas previamente vacunadas.

Ello indica las grandes posibilidades de disminuir la incidencia y prevalencia de
la tuberculosis en los sistemas-bovino-leche de alta prevalencia, luego del
establecimiento del programa de control evaluado a mediano y largo plazo,
siempre y cuando los animales a introducir estén vacunados y exista el
compromiso de mantener y vigilar que las medidas de biocontenciéon vy
bioexclusidon que permitan garantizar el éxito del programa de control de la
TBb evaluado en este estudio, lo cual resultaria altamente beneficioso para los
productores. Debido a que, como se comentd anteriormente, el programa
actual basado en la eliminacién o segregacién de bovinos reactores es
econdmica y socialmente incosteable en hatos de alta prevalencia, puesto que
los programas gubernamentales no cuentan con un programa efectivo de
indemnizaciéon para apoyar a los productores que tienen hatos con
tuberculosis, lo cual se vuelve un circulo vicioso, pues los animales declarados
como enfermos se quedan en los hatos diseminando la enfermedad. Sin
embargo, hasta ahora la normatividad vigente no contempla la vacunacion,
aun cuando se ha demostrado en estudios controlados y a nivel de campo su

utilidad para el propdsito buscado.

Es importante mencionar que, si bien la evaluaciéon del programa de control
propuesto en este estudio duré solo dos afios, registrandose en el periodo una
eficacia vacunal de 55.62 %, existe una alta probabilidad de que si el programa

de vacunacion se aplica de manera permanente a todo animal neonato la



eficacia vacunal aumente, dado que la poblacién adulta en produccidn seria
reemplazada por los animales vacunados a edad temprana, lo cual tendria un

alto costo-beneficio a los productores del sistema-producto bovino-leche.

Estudios previos de vacunacién contra la tuberculosis bovina a nivel de campo
empleando la vacuna BCG-Phipps a una dosis de 1 x 10* UFC efectuados
también en un hato de la Cuenca de Tizayuca, Hidalgo, mostraron una
reduccion significativa de la prevalencia de la enfermedad en un periodo de
tres afios, del 50 al 11% ®°). Por otro lado, Lopez-Valencia et al. (2010) en Baja
California México reportaron una eficacia vacunal del 59.4 % empleando la
vacuna BCG cepa Tokio, sefialando ademas que si bien el uso de esta vacuna
BCG, aunque no fue capaz de proteger al 100%, si evitd que los animales
vacunados contra la tuberculosis excreten bacilos en sus secreciones nasales
durante el periodo evaluado ***; mientras que, en otro estudio efectuado
también bajo condiciones de campo por Ameni et al (2010) en Etiopia
empleando la BCG cepa Danesa, mostro una eficacia vacunal entre el 56% vy
68% considerando en la evaluacion parametros de produccidn de interferdn
gamma (IFN-y) empleando los antigenos ESAT-6 y CFP-10 (antigenos que
permiten distinguir animales vacunados de infectados), la PTCC, el examen
post mortem y el cultivo bacteriolégico de M. bovis a partir de las lesiones
(145 'M43s recientemente, Retamal et al (2021) *“®) evaluaron la eficacia y los
impactos que sobre la productividad y la fertilidad ofrecié la vacunacion con la
cepa BCG-Rusia en vaquillas de 11 meses de un hato lechero, en condicién de
transmision natural, considerando el posible estado de infeccion de los
animales vacunados y control por el ensayo de liberacion de IFN-y (IGRA) con

los antigenos DIVA (ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c). La eficacia se calculé como el



porcentaje de reducciéon en la incidencia de infeccion atribuible a la
vacunacion, gue mostro un nivel estadisticamente significativo de proteccion
global del 66,5%. Sin observar efectos adversos en la fertilidad y la produccion,
antes, al contrario, los efectos fueron mas bien benéficos considerando los
pardmetros de produccion de leche que fue significativamente mayor en el
grupo vacunado con las novillas no vacunadas. Sugiriendo, que la vacunacién
con BCG de vaquillas en un entorno de transmisidon natural podria resultar en
beneficios tanto sanitarios como productivos, apoyando su implementacion
como una nueva estrategia para la prevencion de la tuberculosis en zonas con
alta prevalencia. En la evaluacién de vacunas contra la TB la cuantificacion y
seguimiento de la produccién de IFN-y por las células T especificas, ha sido un
parametro esencial que permite determinar parcialmente el establecimiento
de la inmunidad protectora, de manera que el aumento de la eficacia de la
vacuna esta ligado al incremento de la produccién especifica de IFN-y (10147,
De acuerdo a ello, y en lo que respecta al seguimiento de la respuesta inmune
en las becerras inmunizadas con la vacuna BCG-Phipps a la dosis evaluada de
1 x 10° UFC, los resultados sefialan una mayor produccion del IFN-y en los
animales del grupo vacunado con BCG, en presencia del PPD de M. bovis, en
relacion al grupo de animales control, sobre todo a los 30 y 60 dias post
vacunacion, indicando con ello el establecimiento de una inmunidad de tipo
celular. No obstante, se observaron variaciones importantes en la produccién
de la citocina en ambos grupos, sefialando igualmente la influencia que ejerce
la exposicion continua a micobacterias atipicas ambientales, o las propias
cepas de campo de M. bovis, circulantes en la respuesta inmune de los

animales. Si bien, en el estudio no hubo un desafio experimental de los



animales, si hubo una exposicién natural a las cepas de campo de M bovis
considerando la elevada prevalencia de tuberculosis existente en el hato. De
igual modo, esta situacion se refleja en la cinética de anticuerpos determinada
para ambos grupos a los antigenos de la micobacteria, en la cual se observan
variaciones significativas tipo refuerzo durante el periodo evaluado,
mostrando con ello la exposicidn continua a la que estuvieron sometidos los
animales en el campo. La prueba intradérmica de la tuberculina se aplico en
ambos grupos en tres ocasiones. En la primera, uno de los animales vacunados
fue reactor, y dejo de serlo en las posteriores pruebas intradérmicas; mientras
gue, dos de los animales del grupo control, mostraron reactividad al afio y
siguieron manteniendo su reactividad a los 18 meses. Estas observaciones
sefalan que la prueba de la tuberculina no se muestra comprometida, con la
dosis empleada de vacuna, situacion que para fines practicos resulta
conveniente y provechosa en la identificacion de animales tuberculosos,
mediante el empleo de esta prueba diagndéstica. Gonzalez et al (2012)
mostraron que la aplicacién de la vacuna BCG-Phipps a una dosis 10 veces mas
baja que la aqui evaluada (1 x 10* UFC), bajo condiciones naturales de
exposicion en un hato lechero de alta prevalencia, promovieron la
proliferacion y activacion de linfocitos T CD4 + y CD8 +, con un nivel moderado
en la produccion de IFN-y, biomarcadores que indican el desarrollo de una

buena inmunidad contra M. bovis Y,

Contrario a lo que se ha observado en estudios controlados y a nivel de campo
empleando dosis bajas de vacuna BCG, los cuales han resultados bastante
prometedores para su posible uso en el control de la enfermedad, las

investigaciones empleando dosis mas altas de vacuna BCG de 10°-10% UFC,



muestran que los animales vacunados desarrollaron la hipersensibilidad tardia
a la tuberculina antes de ser desafiados experimentalmente, aunado a ello, se
informo que el grado de proteccion fue menor en los animales vacunados, que
mostraron reactividad a la prueba intradérmica **®). Estudios realizados al
respecto, en modelo ratén, muestran que dosis bajas de BCG, < 10* UFC
inducen preferentemente una respuesta Th1 que se confirma por el aumento
significativo de las citocinas IL-2 e IFN-y, mientras que dosis altas de 10°-10®
UFC favorecen el desarrollo de una respuesta Th2, debido a la produccién de
IL-4 e IL-10 ©*1%°) ; respuesta que no es protectora contra el patdgeno
intracelular. Resultados similares se han registrado en estudios realizados para
evaluar la efectividad de la vacuna BCG a dosis mayores de 6 x 10° UFC en
becerras, observandose también una respuesta mixta Th1/Th2, definida por la
expresion de IFN-y e IL-4, que no fue protectora (°>*5Y, De igual modo se ha
determinado que la aplicacién repetida de la vacuna induce una respuesta

similar, que ante el desafio micobacteriano, no es protectora.

Dado que, la efectividad y grado de protecciéon de la vacuna BCG se relaciona
con la cepa vacunal utilizada, dosis de vacuna, edad de los animales y
sensibilizacion de los mismos a micobacterias atipicas. La importancia del
presente estudio estriba en la aplicacion y evaluacion de la eficacia de la
vacuna BCG, cepa Phipps, en condiciones de campo, en un hato con elevada
prevalencia de la enfermedad, que de acuerdo a los parametros inmunolégicos
evaluados, fue capaz de inducir una respuesta inmune celular protectora,
caracterizada por una baja, pero significativa produccién de IFN-y, junto con
bajos niveles de anticuerpos; lo cual es deseable que se logre en el desarrollo

de resistencia contra la enfermedad a través de la aplicacion de la vacuna.



Mayormente, se demuestra que en las becerras vacunadas la reactividad que
se puede inducir a la tuberculina es baja y transitoria, por tanto, la utilidad
diagnostica de la prueba no se veria comprometida dado que desaparece en
los primeros meses pos vacunacion. Esto concuerda con lo reportado por
Whelan et al, 2011, quienes observaron que a los 9 meses post vacunacién

desaparece cualquier reactividad a la prueba intradérmica de la tuberculina

(148)

Es importante mencionar que la vacuna BCG-Phipps ha sido evaluada en
modelos de ratdn conjuntamente con otras cepas de BCG, en esos estudios se
observd que los ratones inmunizados con esta cepa desarrollaron areas de
neumonia menos extensas ante un desafio con la cepa virulenta de M.
tuberculosis H37Rv, que aquellas observadas en los animales vacunados con
otras cepas de BCG, ademads la carga bacteriana en las muestras de tejido
pulmonar fue menor, indicando el establecimiento de resistencia a la
enfermedad. Ademas, se observé que la reaccion a la PTCC fue relativamente

(106) Es un

baja, en comparacién con las otras cepas de BCG y el grupo control
hecho que la pérdida de sensibilidad de la prueba de tuberculina no
correlaciona con la pérdida de la inmunidad protectora, de acuerdo a los
resultados observados en este estudio y a los realizados por otros
investigadores. Los resultados obtenidos en la evaluacién del programa de
control contra la tuberculosis bovina empleando la vacuna BCG-Phipps en un
hato de alta prevalencia conjuntamente con el establecimiento de medidas de
bioseguridad, y manteniendo las actividades de vacunacién de todo animal

neonato durante el periodo que duré el estudio mostré resultados

satisfactorios, por lo que se considera que el programa es una excelente



propuesta para aplicarse en los sistemas producto bovino-leche con alta
prevalencia de TBb que junto con buenas practicas de manejo y el control
estricto en la movilizacion de animales contribuya a reducir los indices de

incidencia y prevalencia de la enfermedad.

8. Conclusiones

1. Los indices de prevalencia de la tuberculosis bovina disminuyeron
considerablemente en el establo de produccion, luego del
establecimiento del programa de vacunacion empleando la vacuna BCG-
Phipps a la dosis de 1 x 10° UFC, en un plazo de dos afios, en el cual las
vacas que fueron removidas por circunstancias diversas fueron

reemplazadas por vaquillas previamente vacunadas.

2. Sibien los indices de prevalencia de la TBb no disminuyeron de manera
importante en los establos de becerras y vaquillas, por el sesgo que se
tuvo por la introduccion de becerras provenientes de otros hatos con
desconocimiento de su estatus a la enfermedad, la respuesta inmune
gue se establecidé en las becerras vacunadas fue protectora y de larga
vida considerando los pardmetros inmunes evaluados durante el

periodo que duro el estudio.

3. La dosis de vacuna empleada indujo niveles significativos de la citocina

IFN-y, considera uno de los principales mediadores de la respuesta



inmune celular, que permite determinar parcialmente el

establecimiento de la inmunidad protectora.

4. La dosis de vacuna empleada indujo una respuesta de hipersensibilidad
tardia a la tuberculina baja y transitoria, situacion que, para fines
practicos, resulta conveniente y beneficiosa en la identificacion de
animales tuberculosos mediante el empleo de esta prueba diagnédstica,
bajo el escenario probable del establecimiento de un programa de

vacunacion en los hatos bovinos.

Por lo anterior expuesto, la BCG subcepa Phipps a dosis de 1 x 10° UFC es una
alternativa viable para controlar la TBb en hatos lecheros con altas
prevalencias, con la condicion previa y determinante de implementar un buen

programa de bioseguridad dentro de la UPP lechera.
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