
'1" , ' 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MExICO 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 
CUAUTITLAN 

"EVALUACiÓN DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL EN 
BOVINOS INMUNIZADOS CON PROTEINAS DE FILTRADO DE CULTIVO 

DE Mycobacterlum bovls, INMUNOMODULADOS CON INTERFERÓN 
GAMMA Y BCG CONTRA LA TUBERCULOSIS BOVINA" 

T E s I s 
QUE PARA OBTENER 'EL TITULO DE: 

MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA 

P R E S E N T A 

JESÚS PADILLA URBINA 

ASESORES: 
DR. FERNANDO DIAZ OTERO. 
DRA. CAMILA ARRIAGA DIAZ. 

M.V 2.. RAFAEL PEREZ GONZALEZ. 

CUAUTlTIAN IZCAllI, EDO. DE MEX. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



AutorizO a la Direccién General de Bibliotecas de la 
UNA M a difundir en formalo electrónico e impreso el 
conlenido de mi trabajo recepcional. 

NOMBRE, \Foíl> CeQIIIA 



1 

1 ,. 
o 

r 
! 
I 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAU1lTlAN. 
UNIDAD DE LA ADMlNISJIIACION ESCOLAR 

DEPARTAMENTO DE EXAIIEIES PROFESIONALES 

DR.JUAN ANTONIO MONTARAZ CRESPO 
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN 
PRESENTE 

ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS· 
U.A."',,,, 

¡Jl:lll.llIJf)( ~ 
aI'lflmll! -WiIl1IJIii 

Con base en el arl 28 del Reglamento General de ExIlI_1B8, nos permitimos CXlII1lMÚcar a 
usted que revisamos la TESIS: 

bovina 

que presenl:;! el pasante: -30J~e~BrÚ .. B""",P,""O",d ... i~l::l~o~Ub1rb::':M:";;¡iHi¡-¡:;;¡;-:---------:-con número de cuenta: 9502639-8 para obtlmar eltituk:lde: 
Médico Veterinario ZOQternieta 

Considerando que dicho trabajo reúne los requisitos necesarios para ser discutido en el 
EXAMEN PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO. 

ATENTAMENTE 
"POR MI RAZA HABLARA El ESPIRlTU" 
Cuautitlán Izcagi, Méx. a ~ de Septiembre 

PRESIDENTE 
MVZ. Heriberto Contreras Angel~=:::~~~~~~~ 
MVZ. Rafael Pérez Gonz~ez . VOCAL 

SECRETARIO MVZ. Blance Roeo Moreno Cardent~~~~~~~:2~ __ 

PRJMER SUPLENTE MVZ. Ramón González Pocheco 

SEGUNDO SUPLENTEMVZ. Rigoberto Hernández Bernánde~r'....M!t/ 



DEDICATORIAS 

'Ma.ñ4 'Efe7Ul Vr6ina !M. COfIZ(} agraáecimierúo Y 

liomenaje a su 411Dr, sacnjicios, a SIL ptt'1fltt1U1fle 

confomr.a etI mi Y por tÚt1mt su apoyo para que yo 
pudiera alcanr.ar lt1Ia iÚ tris 1IUt4s. 'Te áeáico este 

tra6ajo y mi prrftsifm C01I tolo 71fi anwr, nspeto y 

aámiraciótt. 

Lo6a, etI memoria a un ~r inoCviáa6Ce en 71fi vi4a, 

por áarrws tantas alegrías a mi y 1IIi fo1llilia, por 
lia6er sÍtÚJ mi gran compaiiem eu.trafúl6fe de 71fi 

infancia, aáoCescencia y lia6er infTuiú¡ positiw1flftU 

tm mi aun en mis estutEios f11T!ftsionaú¡s 

)1 !MIS JlIE~S 

Luis 'Y" q{jcarrfo por su apoyo ifla11l4rcio1uú Y 

porque sientpre M potli¡W contar con usteáes en 

cwzfqllÚr lII01IetItD 



El trabajo desarrollado a contlnuacl6n se real1z6 an el laboratorio ele Inmunologla del Centro 

Nacional ele Investigaciones en MIcrobiologla Veterinaria (CENiD-Mk:roblologla) deIINIFAP. Como 

parte de las Investigaciones del proyECto "EvalUl!.cI6n de la Inmunidad protectora contra la 

tuberculosis bovina empleando BCG y extracto proteico ele filtrado de cultivo". Este proyecto fue 

financiado con recursos de los proyectos D43244-Z y G-34 799-8 del CONACYT 



AGRADECIMIENTOS 

~ A todos los que de una u otra fonna ayudaron a la realización de este trabajo, en especial al 

Dr. Fernando Dlaz Otero, por su gran apoyo y darme la oportunidad de colaborar con él, para 

la elaboración de éste proyecto de Investigación, gracias por su enset\anza y amistad. 

~ M.V.Z. Rafael Pérez González, por su gran apoyo y amistad en todos estos anos, además de 

tu gran Influencia en mi formación profesional. 

~ Dra. Camlla ArrIage Diaz, por su confianza y apoyo económico. 

~ Al M. en C. Dante Gonzélez. por su colaboración tan valiosa en este trabajo y por su agradable 

amlatad. 

~ Al O.F.B. Juan Jiménez, por todas aqueRas veces que me apoyaste para realizar este trabajo. 

~ Dr. Fernando Diosdado, por su gran ayuda para la realJzacl6n del análisis esladistlco. 

~ M. en C. Lawa Jaramlllo, por todas sus atenciones y colaboración en todo este proyecto. 

~ A la Facu~ad de Medicina Veterinaria y Zootecnia - UNAM, por la donación delln6cu1o 

bacteriano de la cepa aislada de campo de M. bovIs. 

~ A mis sinodales por su mejor disposlción para la .presente tesis. 

~ A la UNAM y FES-C, por la oportunidad de realizar mis estudios de bachlnerato y 

profesionales, y permitirme Ser parte de esta gran InstItucI6n. 



ÍNDICE GENERAL 

Resumen 

1. INTRODUCCIÓN. 2 
1.1 Caracteristicas de las Micobacterias 3 
1.2 Epidemiología 5 
1.3 Patógenia 7 
1.4 Inmunidad 11 

1.4.1 Perfil de citocinas 11 
1.4.2 Anergia 15 

1.5 Diagnóstico 16 

2. VACUNAS 18 
2.1 Extracto proteico de filtrado de cultivo de Mycobacterium bovis 19 
2.2 Vacuna de la cepa de M bovis del bacilo Calmetle-Guerin (BCO). 21 
2.3 Interferón-y corno inrnunomodulador 23 

3. HIPÓTESIS 25 

4. OBJETIVO OENERAL 25 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 25 

6. MATERIAL Y MÉTODOS 26 
6.1 Animales de estudio 26 
6.2 Diseño experimental 26 
6.3 Interferón gamma bovino recombinante corno inrnunomodulador 27 
6.4 Vacuna del Bacilo Calmette-Guenn (BCO) 27 
6.5 Obtención de extractos proteicos de filtrado de cultivo de M bovis y 27 

M. avium (CFPE's) 
6.6 Prueba de intraderrnorreacción (ID) 28 
6.7 Prueba de interfer6n-y (IFN-y) 29 
6.8 Prueba de inrnunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 30 
6.9 Preparación del inoculo bacteriano 31 
6.10 Desafio 32 
6.11 Inspección post-mortero 32 
6.12 Análisis estadístico 32 

7. RESULTADOS 33 

8. DISCUSIÓN 47 

9. CONCLUSIONES 51 

10. ANEXO DE REACTIVO Y FÁRMACOS 52 

11. ABREVIATURAS 54 

12. BmLIooRAFÍA 55 



RESUMEN 

El objetivo fue. evaluar el grado de protección conferida por el empleo de la vacuna BCG, ó el 

extracto proteico de filtrado de cultivo (CFPE's) de Mycobacterlum bovis contra la tuberculosis 

bovina; asl como el efecto inmunomodulador del interferón-gamma (IFN-y), en la respuesta de 

bovinos vacunados. Para lo cual se utilizaron 24 becerras Ho/steln de 8-16 meses de edad, 

negativas a las diferentes pruebas de diagnóstico (tuberculina, IFN-y, ELlSA y PCR), dMdidas 

en cuatro grupos (seis animales cada grupo). El primer grupo vacunado con CFPE's de M. 

bovis; el segundo grupo con CFPE's más IFN-y; el tercero con la vacuna BCG cepa Pasteur; el 

cuarto grupo fue control sin Inmunizar. Posteriormente se revacunaron a los 21 dlas y a los 6 

meses se desafiaron intratraquealmente con 10" UFC de una cepa de campo. A los 6 meses 

post-desaffo se sacrificaron para evaluar el grado de lesiones. La respuesta Inmune celular se 

monltoreo por intervalos de 21 dlas mediante la producción de IFN-y, en cultivo de células 

estlmuladas con PPD de M. bovis y M. avium; Itara evaluar la respuesta humoral se efectuó un 

ELlSA comparativo empleando CFPE's de M. bovis y M. avlum. Se realizó la prueba de 

tuberculina previó al desafio y antes del sacrificio a todos los animales. Con respecto a la 

producción de IFN-y, los animales vacunados con BCG, mostraron los niveles más elevados, 

que el resto de los grupos, aunque al realizar el análisis de varianza los tres grupos vacunados 

mostraron diferencias significativas a (P < 0.05) hacia plasmas estimulados con M. bovis, 

mientras que, los plasmas estimulados con M. avlum mostraron diferencias significativas hasta 

la 17° semana en los grupos vacunados. En relación a la respuesta humoral el grupo 

inmunizado con CFPE's más IFN-y manifestó una mayor respuesta de anticuerpos a M. bovis, 

en está prueba no se mostró en ninguna etapa de la vacunación o desafio diferencias 

significativas a (P < 0.05). Los resultados de la prueba Inlradérmlca comparatlva antes del 

desafio, muestra que dos animales del grupo de BCG fueron reactivos al PPD bovino; del grupo 

CFPE's solo uno fue; del grupo CFPE's más IFN-y uno fue sospechoso y del grupo control uno 

fue reactivo. Posterior al desafio la generalidad de los animales fueron reactivos al PPD bovino. 

Los animales del grupo de BCG, mostraron una disminución significativa en número y severidad 

de las lesiones respecto a los animales no vacunados; dos animales no mostraron ninguna 

lesión. También en animales Inmunizados con CFPE's y los vacunados con CFPE's más IFN-y 

presentaron disminución aunque en menor proporción. Los animales del grupo control 

mostraron mayor número y extensión de lesiones. Por tanto, la vacunación empleando la BCG o 

el CFPE's podrla ser una excelente herramienta a considerar contra la tuberculosis bovina, que 

puede coadyuvar en el control y erradicación de ésta. 



1. INTRODUCCiÓN 

La tuberculosis bovina (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa de curso crónico y 

progresivo, donde Mycobacterlum bov/s es el agente causal especifico de la tuberculosis del 

ganado vacuno. Se caracteriza por la formación de lesiones granuiomatosas en diversos 

órganos, que merman la condición flsica y productiva, causando perdidas económicas de 

consideración. Los humanos, becerros y cerdos pueden contagiarse de tuberculosis bovina 

cuando ingieren leche cruda (no pasteurizada), proveniente de vacas enfermas 11). 

Los humanos o animales que desarrollan este mal, por lo general son afectados con 

anterioridad por alguna enfermedad debilitante o que afecta directamente su sistema 

Inmunológico. En los bovinos se relaciona con estados de estrés prolongados, muchas veces 

debido a sus caracteristicas de producción, esto hace mas susceptible a las vacas lecheras a 

desarrollar tuberculosis 12~ 

Esta enfermedad figura dentro de la lista B de la Oficina Intemacional de Eplzootias, lo 

que indica que es considerada como Importante por sus repercusiones socioeconómlcas o de 

salud pública, y también por su Incidencia en el comercio intemaclonal de animales o 

productos de origen animal por su presencia de TB 13]. 

Estudios realizados indican que la fauna silvestre es una fuente Importante para que se 

de el contagio. Se puede contraer la enfermedad por Ingerir leche de sus madres Infectadas, 

pero la vla mas común de Infección es a través de la inhalación del microorganismo 11). 

En México uno de los principales problemas que enfrentan las cuencas lecheras, es el 

elevado Indice de animales con tuberculosis; con prevalencias que van del 2% al 24%, lo que 

representa una gran memna económica para el productor por el sacr/llclo de animales 14). 

La vacunación puede llegar a convertirse en un Instrumento práctico para luchar contra 

la tuberculosis bovina, en paises donde no pueden costear programas cl~sicos de control o 

puede resultar económicamente Imposible llevar a cabo un programa de pruebas sistémicas y 

sacrificio de todos los animales infectados. Existen ahora modelos de confrontación, elaborados 

para ensayar poslbles vacunas en muchas especies domésticas y salvajes, que se es~n 

utilizando para evaluar vacunas contra la tuberculosis. La mayoria de los estudios para 

determinar la eficacia de esas vacunas en los animales, se han concentrado en el uso de la 
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vacuna BCG (bacilo de Calmette y Guérin), que es una cepa atenuada de M. bovis. Los 

recientes avances en el campo de la inmunologla y la biologla molecular mlcobacteriana, han 

ampliado mucho el repertorio de posibles vacunas. Entre los nuevos tipos de vacuna que en el 

futuro van a probarse figuran las de nuevas cepas atenuadas de M. bovis, las de subunidades 

proteicas y las de ácido desoxlrribonuclelco recomblnante. Sometidas a prueba en pequef\as 

especies, varias de esas vacunas han ofrecido ya resultados prometedores 15). 

1.1 Caracterlstlcas de las Micobact&rlas 

Las micobacterias se han clasificado en el orden Actinomlcetales; en donde M. bovis es 

parte del complejo de M. tuberculosis. Los bacilos son ligeramente curvados, alrededor de 2 a 4 

¡1lTI de largo por 02-0.5 de ancho, son aeróbicos obligados, ácido alcohoi-resistentes, pueden 

tef\lrse como Gram positivos, pero toman la Unción débil e irregular, por lo que no son 

clasificados como Gram positivo y se conslde'!ln tradicionalmente diferentes del resto de las 

bacterias, debido a su estructura y composición qulmlca particular de la pared. Las capas 

difieren en su tendencia para crecer como bacilos aislados o como largas hebras IJamadas 

co rdones 16). 

Las micobacterlas se caracterizan, por tener una pared celular completamente diferente 

a las restantes eubacterias; las paredes contienen un elevado contenido de lipidos (hasta del 

60%), que las hacen Impermeables a los agentes hidrofllicos, por lo tanto estos 

microorganismos no se tinen adecuadamente con los reactivos utilizados en la coloración de 

Gram, Las micobaderias son tetlldas adecuadamente por el método de Ziehl-Neelsen, que 

utiliza como solución decolorante una mezcla de etanol y ácido c1orhldrico. Estos 

microorganismos una vez coloreados son resistentes a la decoloración ácido-alcohólica y por 

eso se denominan bacilos ácido alcohol resistente (BAAR).Los microorganismos de este género 

contienen una membrana citoplasmátlca formada por una blcapa lipldica similar a las restantes 

eubacterias. Por encima de esta membrana se encuentra el rlgido peptidoglicano (mAGP) con 

diamlnoplmelato, del cual gran parte esta adherido al polisacárldo; estos que incluyen el 

glucano, manano, arablnogalactano y arablnomanano, se encuentran también en los filtrados de 

cultivo; que contiene N-glucolllmurámlco en lugar de N-acatilglucosamina Por medio de una 

unión fosfodiéster, el peptldoglicano se halla unido covalentemenle al arablnogalactano, un 

polfmero de arablnosa y galactosa. En la porción más distal y externa de los arabinogalactanos 

se hallan fijados los ácidos mlcóllcos que tienen cadenas carbonadas largas (CeO a egO). El 

lipoarablnomanano (LAM) es un compuesto que se halla anclado en la membrana 
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cltoplasmática. El LAM es considerado corno el equivalente micobacterlano del lipopolisacárido 

de las bacterias Gram negativas debido a que provoca una importante respuesta antimicrobiana 

en macrófagos. En las cepas de micobacterias más virulentas, la arabinosa terminal del LAM 

está recubierta con residuos de manosa (manLAM), a diferencia de las cepas no virulentas. 

Además, el LAM también podrla servir como poro para el paso de los nutrientes a través de la 

pared celular. En la pared celular también se encuentran protelnas Inmunoreactivas que son 

utilizadas con fines diagnósticos. (figura 1 )17.8.91. 

Flg. 1. Esquema de las envolturas de una eubacterla AcId",AlcohoI Resistente m 

El mAGP es un fuerte inmunógeno, pero se desconoce mucho acerca de sus 

interacciones con las células del hospedero y por otro lado, se ha especulado que éste provee 

una barrera protectora al paso de las drogas (101. El LAM exhibe un amplio espectro de funciones 

inmunoreguladoras, entre las que se encuentran la activación de las células r, Inhibir la 

activación de los macr6fagos mediada por el IFN-y, asl corno la actividad de la protelna qulnasa 

C; también estimula la producción de cltoqulnas por los macrófagos, las cuales provocan 

muchas de las manifestaciones cllnicas de la tuberculosis (111. Los glucollpidos y las protelnas se 

ubican en la capa externa firmemente adherida a la pared y esta ubicación externa del llpido 

es la responsable del carácter hidrófobo de las células. 

Su crecimiento puede ser en medios sintéticos simples, con glicerol u otros componentes 

como única fuente de carbón y con sales de amonio como fuente de nitrógeno. El crecimiento 

del bacilo de la tuberculosis en los medios de cultivo ( y en los animales), es generalmente 
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muy lento, en medios ricos, el periodo mas corto de duplicación observado esta alrededor de 18 

horas, por lo que su crecimiento en medios de cultivo no se consigue hasta la 3 o 4 semanas 

como mlnlmo, las micobacterias saprofitas crecen mas rápidamente, pero no tanto como la 

mayorla de las bacterias (que tienen tiempos de duplicación de hasta 20 min.) (12). 

1.2 Epldemiologra 

La tuberculosis es una de las enfermedades Infecciosas más diseminadas del mundo, 

siendo el agente causal el Mycobacterlum tubercufosls. La Organización Mundial de la Salud 

(OMS), estima que en humanos su incidencia y muertes de 1990 a 1999 son de 88 millones y 

30 millonas, respectivamente, (donde el 8% de estos son reportados en el continente 

Americano) con muchos casos en ciudadas subdesarrolladas. (13.14). En Europa y Norte.de 

América de 0.5% a 1.0 % de casos de tuberculosis humana se estiman que son el resultado 

de Infecciones por M. bovls. En paises en los cuales la TB es aún común, un astillado de 10 

a 15% de casos humanos de tuberculosis son causados por M. bovfs. En paises 

industrializados donde si hay programas de control y erradicación de la TB y junto con la 

pasteurización de la leche se observa una reducción drástica de la Incidencia de la 

enfermedad causada por M. bovls, siendo esta rasponsable del 1 a 6 % de los casos de 

tubercul.osls humana (15. 16~ 

La tuberculosis en humanos es mas oportunista en persones infectadas con el virus 

de la inmunodeficiencla adquirida (VIH), la inmensa mayorla de personas portadoras de la 

Infección viven en ciudades subdesarrolladas sin embargo ambas Infecciones se han 

reportado en todo el mundo; siendo la tuberculosis una seria amenaza de Sah.Jd Pública de 

personas en riesgo (m 

Una de las razones del porque no se ha logrado la erradicación de TB en paises 

Industrializados, ha sido la existencia de reservorios de vida libre, que varia enonnemente de 

acuerdo al área geográfica (15). 

A nivel nacional el control de la TB, se encuentra dirigida por la Dirección General de 

Salud Animal, dependencia adsaita a la Secretaria de Agricultura (SAGARPA), donde se 

menciona que la prevalencia a nivel nacional de TB en ganado de leche es de 11.1 % Y en 

ganado de came 2.9%. En el 2002 México contaba con 30,702,115 de cabezas de ganado 

bovino, de las cuales el 10% corresponden a bovinos productores de leche y el 90%, 
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corresponden a bovinos productores de carne. En este ano, el Servicio nacional de sanidad, 

inocuidad y calidad agroalimentaria (SENASICA), Informó los casos y focos reportados tanto 

en bovinos como en humanos (cuadro 1), además se Indican las medidas de control 

recomendadas por esta dependencia de la SAGARPA(191. 

Cuadro 1: Información de casos re 

Tuberculosis bovina (SENASICA) 

Casos I Muertosl 

328 O 

Medidas de control 

» Sacrtflc!o sanitario parcial 
» Declaración obligatoria 
» Rastreo 
» Vigilancia Epidemiológica 
» Cuarentana 
» Segulmlenlo epidemiológico 
)o Zonificación 

sos de tuberculolllll 
en humanos 

15,622 
El número da casos 

registrados corresponde a 
diferentes bacterias y no 

exclusivamente a M. bovIs. 

('PI-

La TB solo se encuentra en etapa de _erradicación en7 estados de la República, 

principalmente en los estados del norte del pars y mas recientemente en la penrnsula 

Yucalán, en los demás estados se encuentra en etapa de control sanitario· (figura 2h1DI. 

Figura 2: Avances da las campanas sanitarias COI1Ira la tuberculosis bovina 

= EoEo __ '" 

I11III ~ 

c_AfU4 NACIONAL CONTRA LA 
TUBeRCULOSIS BOVIHA 

Nota ('): ErradJcacIón: Etapa en los estados en donde la enfermedad no ss ha presentado por un ano. 
Control: Etapa en los estados en donde ss manifiesta la enfermedad, debiéndose aplcar procedimientos sanlarlos 

'10, 
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1.3 Patogenia 

Las micobacterias penetran en el organismo por inhalación o ingestión, en el caso de 

la inhalación, siendo la vla de entrada més común, las gotas de secreción respiratoria de 1 a 

5 Ilm de diémetro, se inhalan y llegan a los alvéolos o sobre las mucosas de la faringe o del 

intestino (20). La infección por ingestión también es posible, en las praderas a través de la 

contaminación por heces del pasto, del agua de los bebederos colectivos o de los 

pesebres(21). 

Una de las formas t1picas de Infección es a través de la toma de leche, en zonas 

endémicas, pero la Infección mamaria 5010 aparece de manera tardla en la evolución de la 

enfermedad y es menos frecuente en paIses con programas de control mas avanzados. Otras 

vlas Infrecuentes de trasmisión, son la infección intrauterina durante el coito, el empleo de 

semen infectado o de pipetas uterinas de inseminación Infectadas y la Infección intramamana 

por el empleo de sifones de ordef'lo contamInados o de copas Infectadas en las maquinas 

ordenadoras. También se han registrado casos de trasmisión, cuando el personal del establo 

con tuberculosis genitourlnarla orina en los establos (22) • 

. -
Se sabe que la mayor parte, si no toda, la patologla asociada a la enfennedad se debe 

a una respuesta inmune de tipo celular y un proceso inflamatorio exacerbadOS(23) (diagrama 1). 

Cuando la micobaelarla consigue llegar al alveolo pulmonar, se produce una ligera raacclón 

inflamatoria en la que predominan los poIlmorfonucleares, estas células son rápidamente 

sustituidas por macr6fagos alveolares que los fagocita, al principio le suministra el ambiente 

nutrlclonal que necesita dentro del fagosoma, donde el bacilo sobrevive y se multiplica (24). 

Los micósidos como los fosfollpidos protegen a los bacilos frente a la destrucción de los 

fagocitos. Los demés "pldos son capaces de producir granulomas y, junto con las tubérculo

protelnas, favorecen la respuesta alérgicas mediadas por células, distintivo central de la 

tuberculosis (25~ Estos macr6fagos tienen poca capacidad para enradicar al bacilo en las 

etapas iniciales, qulzé por que su función se ve Interferida por varios factores, estudios 

indican que el bacilo puede Inhibir la fuslón fagollsosoma y que los patrones de fusión de los 

macr6fagos Infectados con el bacilo virulento, es afectado por la presencia o ausencia de 

componentes serol6gicos en el momento de la infección (26), ademés diversos componentes 

de la pared celular de la micobaelaria le permite escapar de la destrucción Inducida por la 

defensa del organismo. En primer lugar, el factor cordonal, un glucollpido de la superficie 
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que hace que la micobacterla crezca in vitro en cordones con configuraciones de serpentinas 

y solo lo presentan las cepas virulentas. La virulencia esta dada por la cepacidad de formar 

condones. Este factor inhibe la migración de los leucocitos e Induce la aparición del 

granuloma. En segundo lugar, el LAM tiene una estructura similar a la de la endotoxina de 

las bacterias Gram negativas, que Inhibe la activación de los macr6fagos por el Interfer6n

gamma (IFN-y) hace que el macrófago también secrete el factor de necrosis tumoral tipo alfa 

(TNF-a), ocasionando fiebre, perdida de pesos y lesión tisular, en el caso de Inter1euclna-10 

(IL-10), suprime la proliferación de células T inducida por la micobacteria. En tercer lugar, el 

complemento activado en la superficie de la mlcobacteria, puede dar lugar a la opsonización 

de la mlcobacterla y facilitar su captaclón por el receptor CR3 del complemento existente en 

los macrófagos (integrina Mac-1). Asila micobacterla ocupa una poSición intracelular en los 

macr6fagos, con -lo que aumenta la resistencia microbiana y en humanos dificulta la 

quimioterapia. En cuarto lugar, presenta una protelna de choque térmico que es Intensamente 

inmunogénica y puede desempenar un pape! Importante en las reacciones autoinmunltarias, 

el cual consiste en que 105 fagosomas que no son acidificados en los lisosomas y no puede 

por consiguiente degradar a la micobacteria (27~ 

En animales no expuestos, la multiplicación local tiene lugar cuando los macr6fagos 

presentes, Ingieren a los microorganismos. la resistencia a la destrucción por 105 fagocitos, 

permite su multiplicación continua. Alrededor del foco los microorganismos se m..Ilt1plican y se 

desarrolla una respuesta Inflamatoria en la que intervienen los macr6fagos de gran tamano. 

Las células hospedadoras infectadas y las bacterias, alcanzan los nódulos linfáticos 

regionales, en los que continúan tanto la multiplicación de 105 bacilos, como las respuesta 

inflamatorias. Transcurrida la primera semana, las reacciones inmunes mediadas por células, 

empiezan a modificar la respuesta del hospedador, una reacción esencialmente por cuerpos 

extranos pasa a ser una reacción tlplca de los granulomas Infecciosos. Los macr6fagos 

infectados secretan IL-12, una citocina responsable de la activación de linfocitos CD4(TH1) 

que producen IFN-y, factor de activación de colonias de granulocitos y monocHos (GM-CSF) y 

el factor de Inhibición de migración (MIF); que atraen y activan macrófagos. Activados los 

macr6fagos, adquieren la capacidad de fagocitar o destruir a la mlcobacteria, esta eficiencia 

por lo tanto depende de la adecuada respuesta Inmune y de la virulencia de la bacteria. 

Cuando los linfocitos CD4 TH1 son estimulados como también 105 linfocitos Tyli, lisa n la 

mlcobacterla contenida en los macr6fagos. Una vez que el macrófago es reconocido como 

infectado, es probable que ambos incrementen la expresión de protelna por el macr6fago 
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infectado. Entre los macrófagos aparecen células epiteloides y un tercer tipo de población 

celular son las células Gigantes de Langhans (28). 

Las células T activadas por las mlcobacterias, Interactúan con los rnaaófagos en 3 

fonnas: en primer lugar, las células T cooperadoras CD4+ secretan IFN"'Y, que activa a los 

macrófagos para producir una destrucción Intracelular de las micobacterias a través de 

Intermedios de nitrogenados como oxido nitroso (NO), oxido nltrico (N(h) y ácido nltrico 

(HNO;¡). Segundo, las células T cltotoxicas COB', destruyen los macrófagos Infectados por las 

mlcobacterias y as! destruyen también las micobacterlas. Tercero, las células T doblemente 

negativas (C04- y COBol, lisa n a los macr6fagos sin destruir a las mlcobacterias. En 

consecuencia aparecen macr6fagos más competentes, que inhiben la multiplicación 

intracelular de las bacterias a~ fragmentarse los macrófagos, que dificultan la multiplicación 

bacilar, engloban a las mlcobacterias y limitan su crecimiento. La lisis de 105 rnaaófagos da 

lugar a la formación de granulomas caselfican~ (reacción de hipersensibilidad retardada) (27~ 

dos semanas mas tarde comienza la calcificación de la lesión, al centro aparece una necrosis 

ceseosa. El foco necr6l1co Inicial queda rodeado por tejido de granulación, macr6fagos y 

linfocitos. Aparecen los fibrocilos y por ultimo una capa fibrosa rodea al tubérculo. En el 

ganado vacuno el 90% de los casos, las lesiones pulmonares se encuentran en los lóbulos 

caudales (29.23). 

En la primoinfección, el bacilo siempre se disemina a partir del slllo Inicial, a través de 

los vasos linfáticos a los nódulos linfáticos regionales. Los bacilos se pueden diseminar más 

lejos y alcanzar el conducto torácico y la sangre, medio que a su vez disemina los bacilos' a 

todos los órganos (distribución miliar) (30). Se conocen dos fomnas de Infección tuberculosa: la 

primera corresponde a la primo Infección por el bacilo, la que se ha explicado anteriormente 

y la secundarla o de reactivación, que es el resultado de la relnfeccl6n ex6gena o de la 

reactivación de la Infección primaria. Los granulomas de la tuberculosis secundarla suelen 

localizarse en el vértice de los pulmones, aunque también pueden estar diseminados en 

medula ósea, meninges y otros órganos. Estos granulomas no consiguen detener la 

expansión de la Infección, son la causa principal de la lesión tisular en la tuberculosis y 

reflejan una hipersensibilidad de lipo retardada. Los rasgos caracterfstlcos de la tuberculosis 

secundaria son la presencia de necrosis caseosa y de cavidades, que al romperse en los 

vasos sangulneos, extienden la micobacterla por lodo el organismo y cuando se abren las 

vlas respiratorias liberan mico bacterias infecciosas en aerosoles (31~ 
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1.4 Inmunidad 

1.4.1 Perfil de citocinas 

Durante la respuesta Inmunitaria en la tuberculosis participan una gran cantidad de 

poblaciones celulares, y una amplia rad de mediadores solubles-, el éxito en la eliminación de! 

bacilo, depende de una correcta integración de las defensas del hospedador hacia 

Infecciones intracelulares, involucran una respuesta inmune innata asl como una Inmunidad 

adaptativa mediada por células (32). 

Una vez que el bacilo llega a pulmón, se Inicia una serie de mecanismos destinados a 

su eliminación. Se han descrito cuatro posibles consecuencias durante el proceso infeccioso: 

a) la raspuesta puede ser efectiva conduciendo a la eliminación y muerte del bacilo, el 

Individuo jamás desarrollará tuberculosis cllnica; b) la mlcobacterla no es eliminada totalmente 

y empieza a multiplicarse Inmediatamente causando tuberculosis primaria como manifestación 

cllnica; e) el sistema Inmunitario puede Impe(llr el craclmiento del bacilo sin causar 

eliminación Iotal, esto puede sospecharse con la posltividad a la prueba inlradérmica de PPD 

y, d) los microorganismos que han estado latentes, eventualmente vuelven a multiplicarse 

causando ralnfección (33~ 

Las micobacterlas, dentro de las células fagoclticas, son capaces de evadir la 

respuesta humoral y mantener viabilidad por largos periodos de tiempo. Las células T toman 

parte en la activación y regulación de los macrófagos, y subsecuentemente en el control del 

cracimiento micobacteriano. La respuesta TH1 que constituye la raspuesta Inmune protectora 

contra M. bovls, es mediada por células T CD4 secretando IL-2 e IFN-y, algunas células T 

CD4 se diferaneian y se conviertan en células T de memoria de larga vida. En la Inmunidad 

antimicobacterlana están Involucrados diferentes grupos de células T, Incluyendo las células 

T CD4 alfa/beta, las células T CDS alfaibeta y las céluas T gamma/delta (Tyll) (34~ 

En la respuesta inespeclfica contra la TB, las células implicadas en limitar y eliminar al 

bacilo son los macrófagos, los cuales han sido reciutados por citocinas prolnflamtorlas como 

TNF-Cl, IL-1, IL-6 Y por qulmlocinas. Estas moléculas son producidas por células epHeliales, 

endoteliales y macrofagos alveolares. Las cHocInas prolnflamalorlas regulan la expresión de 

moléculas de adhesión como CD54 (ICAM-1), CD106 (VCAM-1) y CD62-E (selectlna E) en e! 

endotelio y leucocitos, favoreciendo la migración de leucocitos circulantes al sitio de la lesión 

(35). 
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Las quimloclnas Inducen la migración direccional de los leucocitos, regulando la 

adhesión celular, el tráfico y la activación, en la fase temprana de la Infección. La IL-8 atrae 

neutrófilos, siendo la función de éstos contener a las micobacterias evitendo su diseminación, 

mientras son sustituidos gradualmente por macr6fagos activados. Otras quimioclnas (MCP-1, 

MIP-1et, RANTES, IP-10,I-TAC), dirigen la migración de monoci1os y linfocitos para la 

formación del granuloma, el cual tiene la finalidad de restringir el crecimiento bacilar. 

También pueden dirigir a los linfocitos cooperadores (CD4j, hacia los sitios donde se está 

Iniciando una respuesta de hipersensibilidad retardada que culmine con la formación del 

granuloma. Las qUimioclnas son quienes regulan la hipersensibilidad retardada en la 

tuberculosis, diferenciando este tipo de respuesta de la Inmunidad mediada por células, es 

decir, ias que participan en la prevención de la diseminación del-bacilo, favoreciendo la 

migración y activación de las céluias fagocltlcas circulantes. Dirigiendo además, la migración 

de los linfocitos T CD4 + Th 1 (38). 

Otras citoclnas favorecen la respuesta de linfocitos T CD4+ Th1, como la IL-12 y la 

IL-18, producidas por 105 macrófagos reclutados y activados, induciendo la producción de 

IFN-y en las células NK (natural Killer); estas cltoclnas Incrementan la actividad citotóxica de 

las células NK. Estas células comparten con los linfocitos TCD8+ enzimas como granullslna 

granzimas y perforinas, que al ser liberados Inducen la 11515 de la célula blanco (37). 

También se ha observado que la micobacteria puede entrar alas macrófagos a través 

de los receptores para las fracciones CR1 y CR3 del complemento, sugiriendo que la ruta de 

Ingreso, puede influir en el curso de 105 eventos posteriores a ia Ingestión del bacilo por los 

macr6fagos, dando como resultadlo falla en la fusión del fagollsosoma o una Inapropiada 

explosión respiratoria y otros mecanismos citocidas. En general, se cree que ia muerte e 

inhibición del crecimiento de los patógenos Intracelulares dentro de los fagocitos 

mononucleares son dependientes de la fusión del fagollsosoma, debido a que en este 

organelo existen enzimas hidrolltlcas que actúan óptimamente en un pH écldo (4.5-5.0) (38). 

Pero el bacilo, por su capacidad de producir cantidades significativas de amoniaco, puede 

evadir ei ambiente tóxico dentro de la vacuola llsosomal, Inhibiendo el fagollsosoma y 

disminuyendo la potencia de las enzimas intralisosomales vla alcalinización. Dos enzimas que 

pertenecen al metabolismo del amoniaco, la ureasa micobacteriana y la glutamino-sintetasa, 
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han sido asociadas a la interrupción de la fusión fagollsosomal y a la sobrevlvencia 

micobacteriana (39~ 

El control inmunológico de la infección por M. bovis, esta basado en una respuesta de 

células T tipo 1 (TH1). La protección inmunitaria especifica contra M. bovis se inicia tras la 

activación de linfocitos T CD4+, capaces de secretar IFN-r, pero existen otras subpoblaciones 

celulares Involucradas durante la Infección por tuberculosis como linfocitos T CD8' y linfocitos 

Tyo; que están Involucrados en la respuesta temprana, proveen una rica fuente de 

qulmlocinas y también secretan IFN-r 140~ 

Dos tipos de respuesta inmune son producidos por este tipo de células T. La 

respuesta inmune de tipo 1, es asociado con Inmunidad mediada por células (CMI), 

respuesta importante en la protección contra tuberculosis y es caracterizada por ~berar de las 

células T numerosas citoclnas principalmente-IL-12 e IFN-r. Inversamente la respuesta 

inmune de ~ipo 2 es asociada con la respuesta humoral y no hay protección en contra de la 

tuberculosis. Este tipo de respuesta se caracteriza por células Th-2 produciendo IL-4, IL-5 e 

IL-10 (41). 

Los linfocitos T CD4+ encabezan la respuesta Inmunitaria protectora a través de tres 

nlecanismos: el primero, es el reconocimiento de los antlgenos de la mico bacteria mediante 

los receptores de células T (TCR) en el en el contexto de la molécula de hlstocompetlbllldad 

mayor (MHC) clase 11, asl los linfocitos T CD4+ antlgeno especifico, Inician el segundo 

mecanismo el cual es la activación celular. El tercer mecanismo es la fase efectora, que 

consiste de un patrón especifico de citocinas. Asr, la subpoblación Th1 producirá grandes 

cantidades de IL-12, TNF-p(flnfotoxfna) e IFN-y, promoviendo la respuesta Inmune celular y 

la activación de macr6fagos. Además, esta respuesta Induce la activación y proliferación de 

flnfocitos Tyo (42). 

El IFN-y es clave en la Infección por M. bovls. Esta citoclna es producida por células 

CD4 y CDa y por células NK durante la infección tuberculosa; se ha reportado la producción 

de IFN-r dependiente de IL-12 en los macr6fagos alveolares Infectados. En Individuos con 

deficiencias en los genes del IFN-r, del receptor del IFN-r.están en riesgo de padecer 

infecciones micobacterianas graves (43), Se ha demostrado que el IFN-r puede ejercer su 

acción a través de los productos de los genes Nramp (natural resrstanse assoclated 
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macrophages protein), esta protelna transportan nitritos del mosol a los compartimentos 

celulares ácidos (fagollsosomas), donde son convertidos óxido nltrlco. El óxido nltrico es el 

principal radical oxidante contra la micobacteria, de ahl que las protelnas Nramp se 

encuentren asociadas con la resIstencia. (014) 

Mientras que los linfocitos CDS+ reconocen el antlgeno micobacterlano en el contexto 

MHC-1, una vez activados estos IInfoc~os también producen IFN-y, y pueden producir lisis de 

las células que expresan anllgeno mlcobacterlanos. Las moléculas liberadas de las células T 

CDS+ c~otóxicas del tipo de saponlnas, quienes Interactúan con los IIpldos de la membrana, 

activando otras enzimas de degradación para Inducir la apoptosls, esta mecanismo conduce 

a la muerta de la célula blanco y eliminación de los bacllos intracelulares. Las células T CD8+ 

parecen ser más cruciales en la etapa posterior de la respuesta y pueden ser Importantes en 

controlar la fase crónica de la enfermedad (~5). 

En los rumiantes las células T ya, const~yen más del 75% de las células 

mononucleares presentes en sangre periférica (PBMC) en animales jóvenes, mientras que en 

los adultos esta población se reduce al 40%, a diferencia de estos animales, en el humano 

esta población representa solo el 7% de células mononucleares (48). 

Se ha Involucrado a las células T yo en la respuesta Inmune en Infecciones con M. 

bovls. Después de le Infección experimental, se observan cambios en la cinética en la 

poblaclón de estas células en la Infección temprana. En humanos y modelos rnurInos de 

tuberculosis se ha revelado que las células T ya presentan fuerte activeclón (expresión de 

CD25), pro/iferaclón, secreción de IFN-y y exhiben citotoxlcldad en respuesta a macr6fagos 

Infectados con mlcobacterlas. También están correlacionadas con la aparición de las células 

asociadas con el desarrollo de la fase temprana de lesiones por M. bovls. (47) 

Recientemente se ha demostrado que las células T ya WC1+ en animales Infectados 

con M. bovis, tienen gran actividad para una fuerta proliferación y liberación de niveles de 

IFN-y después de la estlmulaclón in vitro con antlgenos micobacterlanos. También se ha 

demostrado que las células T yo In vivo también tienen alta actividad sobre (CD25) en la 

circulación periférica de 3-4 semanas después del desafió con M. bovls. In vivo la disminución 

de células T ya en ganado desafiado con M. bov/s Indica un papel para células T ya en las Th1 

predisponen a desarrollar inmunidad anUmlcobacterlana (48). 
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Es probable que las células T yS jueguen un papel Importante en la respuesta CMI, de 

105 rumiantes particulamnente en los bovinos, constituyendo una gran proporción de linfocitos 

circulantes. La mayor la de las células T yS también expresan la molécula WC1, se ha 

observado la gran actividad de estas células en las infecciones por M. bovis y están 

involucradas en la respuesta Inmune Th1. Estas células tienen participación en la formación 

del granuloma, debido a que su presencia favorece el reclutamiento de monocltos; mientras 

que en su ausencia se desarrollan lesiones plogranulomatosas y su participaclón de estas 

células parece estar mediada por la producción de la qulmiocina, protelna 1 quimloatrayente 

del rnacr6fago (MCP-1) (49). 

1.4.2 Anergia 

El estado de anergia ha sido referida como la ausencia de la respuesta celular, 

predominantemente TH2 y se define como la incapacidad de los linfocitos T para responder a 

un antlgeno especifico , se sabe que bajo clertas circunstancias ocurre conforme avanza la 

enfermedad, posiblemente cuando la tuberculosis se ha diseminado, y la respuesta CMI ya no 

es detectada en el animal; entonces CMI no puede ser evaluada por la prueba de ID, pero el 

animal puede tener altos niveles de anticuerpos circulantes. Inicialmente los cambios 

patológicos son asociados con el comienza de la respuesta CMI y la patologla Incrementa con 

el progreso de la enfermedad (figura 3) (34). 
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1.5 Diagnóstico 

La prueba estándar para el diagnostico de la TB es la prueba intradénnlca (ID) de la 

tuberculina, la cual detecta una raspuesta de hipersenslbi6dad retardada a una Inyección de 

derivado proteico purificado (PPD) obtenido de un cultivo de M. bovis cepa AN5. Pero su 

sensibilidad es Insuficiente, asl como su especificidad, e Interfiere con el estado Inmune del 

ganado con respecto a repeticiones de la prueba y no detecta la TB en etapas Iniciales o 

finales de la enfennedad Isn 

Las razones para las fallas aparentes de la prueba ID bajo las condiciones de campo 

son complejas, tales como, la administración de corticoesteroldes, Infecciones con el virus de 

diarrea viral bovina, la Influencia del estado de gestación y la lactancla. Se han realizado 

intentos por reemplazar la prueba ID, desarrollando pruebas serológlcas (fijación de 

complemento, ELISA, pruebas de hámoaglutinación) pero no ha sido posible. Dentro de los 

problemas para emplear estas pruebas se menclona la alta proporclón de infectados con 

pocos anticuerpos o anticuerpos no detectables hacia antlgenos mlcobacterianos. Deacuerdo 

con la Norma Oficial Mexicana NOM~1-Z00-1995, Campana nacional contra la TB, los 

animales reactores a la tuberculina deben ser eliminados, sin embargo, aunque la mayorfa de 

los animales reactores se eliminan, algunos animales no reactores que se encuentran en 

fases terminales de la enfermedad, con lesiones abiertas, permanecen dentro del hato y 

constituyen un foco potencial de Infección para la población susceptible 152~ lo que pone de 

manifiesto la importancia de realizar un diagnóstico conrecto. 

Existe gran variedad de pruebas actualmente para el diagnóstico de la TB, pero 

ninguna de estas pruebas de laboratorio es el1 00 % efectiva como prueba confirmatoria para 

delectar casos de TB. De manera resumida se muestran en el cuadro 2, las ventajas y 

desventajas de las diferentes pruebas más actuales para el diagnóstico de la TB, las cuales 

ayudan a detectar animales que no son identificados por medio de la prueba de ID 153). 
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Cuadro 2. Pruebas diagnosticas empleadas para detectar TB. 

PRUEBA VENTAJAS DESVENTAJAS 

.~ 
Prueba de tuberculiRa (ID) Combinada con el sacrificio de reactores 

pcnnitc disminuir la prevalencia <1% 
» Simple en pliegue caudal 
» Doble comparativa en 

tablas 

Detecci,s" tk IlIterferón-r 
(EUSA de CllJ1fItra) 

Sensibilidad Y especificidad mayor a 
tuberculina. Empicando ambas pruebas 
se incrementa la sensibilidad a 95 %. 

PCR aItÜIiula 
(se ampUíU!IJ 6 gm de 

laMPB 70) 

PCR m tejillas 
elllbebúlas eIt paraj/lul 
( ampIijlca la 1S611 O) 

SptJlJgotyp/llg 
(se ampUj/clIla reglón 

DR) 

Alta con distintas 
muestras: tejido, leche, sangre, exudado nasal. 
Menor manejo de los animales 
En combinación con ELISA pcnnitc identificar 
animales infectados, no identificados con la 
prueba de la tuberculina. 

Confuma la en 
lesiones observadas en rastro en pocos dlas, a 
difen:nci. del cultivo que requiere por lo 
menos 4 o 6 semanas. 

con muestras corno exudado 
nasal o en muestras de tejidos frescoa. 
Detecta Y caracteriza la micobacteria Al 
combinar con ELISA permite identificar 
animales infectados, no identificados con la 
prueba de la ID. 
Pennite distinguir distinguir si es M bovls. 
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Medianna sensibilidad (77-87"Ao) y 
b~a~cidad(~%~ 
Se requiere confinnar animales 
sospechosos 

Costosa. Se usa W1 Kit comercial. 
No detecta animales an&gicos, 
como tampoco la prueba de 
tuberculina. 

Tiene pero puede 
tener reacciones incspccificas. No 
se recomienda como prueba única 
dedx. 
Es costosa. Requiere un laboratorio 
equipado y con gente entrenada en 
estas técnicas. 

costosa. Requiere un 
equipado y con gente coIrcnada en 
estas técnicas. 
No se recomienda como prueba 
única de diagnóstico. 



2. VACUNAS 

La vacunación en ganado contra la TB puede llegar a ser una importante estrategia de 

control de la enfennedad. Los avances en el estudio de los procesos Involucrados en la 

respuesta Inmune protectora hacia la infección por M. bov/s y avances en las técnicas de 

blologia molecular, junto con la complementacl6n de la secuencia del genoma de M. bovls, 

pueden proveer oportunidades racionales para desarrollar y mejorar nuevas vacunas para la TB. 

Se han estudiado numerosos Upos de vacunas Incluidas las basadas en microorganismos vivos 

atenuados, microorganismos muertos, subunldades vacúnales compuestas por proteinas 

purificadas, antlgenos peptldico y de polisacárldos y vacunas de DNA. pero por ahora están en 

desarrollo y se están ensayando en el ganado (54). 

Es necesario para que el proceso de elaboración y ensayo de nuevas vacunas rasulte 

coherente, que antes se entiendan bien los procesos . que intervienen en la respuesta 

Inmunitaria protectora frente a la tuberculosis. 

Los requerimientos de calidad para vacunas destinadas para la prevención de 

tuberculosis, en los animales domésticos se muestran en el cuadro 3: 

Cuadro 3: Requerimientos de calidad para nuevas vacunas de TB. 

REQUERIMIENTOS DE CALIDAD 

Prevención de la Infección en animales vacunados 

Altos nlve/es de protección Inducida 

Prevención de la transmisión 

No Interfiera con pruebas diagnosticas como la ID 

Sagura para los humanos 

Mlnima reacción en el sitio de inyecci6n 
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2.1Extracto proteico de filtrado de cultivo de M. bovls. 

Dentro de los posibles candidatos para ser evaluados como vacunas. estan los 

preparados de filtrados de cultivo, que contienen protelnas de M.. bovls ó M. tuberculosis, estos 

son buenos estimulantes de células T, en ratones y ganado, experimentalmente Infectados con 

tuberculosis. Algunos estudios han demostrado una protección potencial de antlgenos 

contenidos en filtrados de cultivo (56). 

Estudios realizados en ratones y cobayos inmunlzados con protelnas de filtrado de 

cultivo de M. tuberculosis y M. bovls, se han observado que pueden Inducir altos niveles de 

proteccl6n, contra desaflos aerógenos con M. tuberculosis y M. bovls. El concepto de usar 

protelnas especificas que estimulen una respuesta Inmune protectora para ia tuberculosis, es 

que no Inducen reacción a la prueba de tuberculina y la efectividad de la vacuna, puede no ser 

influenciada por previa senslblllzación de micobacterias amblentales.~Sln embargo, ia 

prolección contra enfermedades mlcobaclerianas requiere de inducir una fuerte respuesta 

Inmune celular y es eslo dificil de lograr en ganado, usando este tipo de prolelnas especificas si 

no se usa un correcto coadyuvanle (M~ 

La mayorfa de los antlgenos de M. bovls caracterizados son protelnas solubles, entre las 

que destacan aquellas secretadas activamente en el medio de cultivo. Se han identificado 

protelnas inmunodominanles de cepas vac(males, en cobayos inmunizados algunas de las 

cuales podrlan estar ausentes en micobaclerias patógenas del complejo M. tuberculosis. AsI 

mismo, se ha demostrado que existen protelnas preferentemente expresadas por aislados de M. 

tuberculosis o M. bovls en comparación con cepas vacunales (51~ 

Numerosas protelnas mlcobacterianas han sido aisladas y caracterizadas, algunas de 

las cuales se encuentran asociadas a la célula bacteriana y otras son secretadas. Los 

antfgenos especificas que evocan la Inmunidad protectora por los linfocitos Th1, aún no son 

completamente conocidos; sin embargo, se ha observado que las mlcobaclerias vivas, son más 

eficientes en la generación de la resistencia adquirida especifica, comparada con las 

preparaciones de micobacterias muertas; esta observación se ha utilizado como argumento 

para sostener que los antlgenos secretados presentes en los extractos de filtrado de cultivo 

(CFPE's) mlcobacterianos, producidos por el metabolismo activo bacteriano, son esenciales 

para la inducción de una inmunidad protectora. ExIste una fuerte evidencia de que los 
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antlgenos del CFPE's, son aHamente reconocidos durante la infección en varios modelos 

animales; y varias de las protelnas que los constituyen evocan una raspuesta en estados 

tempranos de la tuberculosis pulmonar en los bovinos y en el humano (68~ 

Por otro lado, se ha encontrado que en los extractos proteicos de filtrado de cultivo, 

obtenidos a partir de tiempos cortos de aeclmlento (ST-CFPE), están presentes numerosos 

componentes, varios de los cuales también son raconocidos en las etapas tempranas de la 

Infección por M. oovls en bovinos (59~ 

En el humano se ha observado, que en pacientes con una tuberculosis mlnlma, exlste 

una fuerte respuesta celular reactiva a pro1elnas del ST -CFPE; principalmente dirigida a 

protelnas comprandidas en el rango de los 5 a 35 kDa .• Observaciones similaras hicieron 

Weldlngh y callao); qUienes caracterizaron recientemente seis protelnas de bajo peso molecular 

a partir del fiHrado de cultivo (CFPE's) de M:.. tuberculosis; las protelnas designadas como 

CFPEP17, CFPEP20, CFPEP21, CFPEP22, CFPEP25 Y CFPEP28, fueron capaces de 

estimular la producción de IFN-y en cantidades significativas e inducir una fuerte raspuesta 

celular. Uno de los antlgenos ampliamente estudiados y descritos en M. bovis, es la protelna 

MPB70, la cual exhibe una alta especificidad de especie y ha mostrado ser un antlgeno 

inmunodomlnante de M.bovis, capaz de Inducir una Inmunidad celular, estimular una ~puesta 

linfoprollferatlva e Inducir la producción de anticuerpos en animales Infectados por M. bovis. La 

protelna es una de los principales componentes del f1Hrado de cultivo de M. bovls Y se considera 

forma parte del componente activo del PPD bovino (61~ 

Ademés, de las protelnas mencionadas, existe información de la presencia de protelnas 

secratadas de bajo peso molecular, que no son producidas por la cepa vacunal BCG, pero si 

por cepas virulentas de M. oovls y de M. tuberculosis, las cuales se ha observado, son 

aHamente reconocidas en las fases tempranas de la Infección y principales blancos de las 

diferentes poblaciones de células T, capaces de Inducir una elevada producción de IFN-y, lo 

que las ha hecho blanco de atención para el desarrollo de herramientas de diagnóstico y 

antlgenos potenciales para nuevas vacunas, tal es el caso de la ESA T -6 (82). 
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2.2 Vacuna de la cepa de M. bovls del bacilo CalmeUe-Guerln (BCG). 

La vacuna con BCG esta preparada con bacterias vivas liofilizadas, se ha obtenido de 

una serie de pases de una cepa virulenta atenuada de M. bovis y se ha utilizado para prevenir 

la tuberculosis humana desde 1921, es muy eficaz para prevenir la tuberculosis en infantes; 

pero esta eficacia se ve limitada contra enfermedad pulmonar en adultos en áreas endémicas 

(63). 

Los investigadores franceses Calrnetle y Guarin, desarrollaron a principios del siglo 

pasado, a partir de una cepa de M. bovis, que fue originalmente aislado por Nocard de una 

vaca con mastltis tuberculosa. En 1906 los subcultivos de esta cepa fueron cultivadas en 

medio de papa glicerinlzada a la que le arladleron bilis bovina. Después de 232 pases se noto 

un cambio en la morfologla de la colonia, además de variar la virulencia. Después de replicarla 

durante 13 anos en' ganado, cobayos, retones, monos y chimpancés, con esta cepa no produjo 

ninguna evidencia de reversión en la virulencia, pero en cambio conferla resistencia después de 

30 dlas, al desafiar a humanos con bovinos enfermos con tuberculosis, dando asl origen a la 

BCG Calmetle y Guerin conduyeron que una Inmunización con una dosis únlce de 50 mg Y 

100 mg de BCG, protegieron al ganado de Infecciones naturales y experimentales, pero la 

protección no era de larga duración. Además se reveló que la Inmunización intradérmlca era 

preferible a la inmunización por la ruta intravenosa; y qua la revacunación no tiene ningún 

efecto (64). 

Fue hasta la década de los 20' del siglo pasado donde Calmetle y Guérin, Intentaron 

eliminar la tuberculosis de una manada Infectada por medio de la vacunación de recién nacidos 

con la BCG, al ser sacrificados estos animales se encontraron ser libres de tuberculosis, la 

desventaja de este experimento fue que carecieron de controles apropiados (85). 

Durante la déceda de los 40', se realizaron estudios de vacunación con M. bovis BCG 

en un ganado con 150 animales infectados. El ganado fue vacunedo con BCG dentro de los 

primeros 10 dlas de nacido, en 6 meses y luego anualmente con BCG sobre un periodo de 5 

anos. Después de la vacunación fue dada únicamente a animales recién nacldlos. Las perdidas 

de la infección y re-infeccl6n y el problema de la Interferencia con pruebas de piel levaron a la 

conclusión que el uso de una prueba y programa de sacrificio fue más 9CO.n6mico que continuar 

con la vacunación (68). 
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En la década de los 50', Govorov usa la BCG en ranchos en donde exlstfa tuberculosis 

aparente por largo tiempo y obtiene alguna protección con una dosis de 4mg de BCG 

administradas en dos dosis Intradénnlcas con un mes de Intervalo entre una vacunación Y otra 

(67). 

Después de algunas décadas de ensayos en diferentes ciudades, se concluyo ser 

inefectiva la vacuna en contra de la Infecclón natural, aunque la vacuna pudo proteger al ganado 

de Infecciones experimentales. La incapacidad de la BCG para conferir una Inmunidad absoluta, 

fueron reconocidos con el tiempo. Las rnlcobaclerias virulentas fueron obtenidas en nódulos 

linffllicos cercanos al punto de entrada, fonnando un tubérculo pero no mostró tendencia a 

fonnar lesiones extensivas en otras partes del cuerpo. Fue a partir de la década de los 70's 

cuando se Implementaron programas de sacrificio de los animales positivos dando resultados 

dramáticos y los estudios de vacunación fueron grandemente acortados, en paises como 

Canadá, Estados Unidos de América, Gran Bretana (5). 

Recientes estudios con BCG se han optimizado directamente la eficacia de la BCG y se 

ha utilizado en estudios como control positivo en otres vacunas de tuberculosis. Una serie de 

experimentos en los pasados diez al'\os Indica que, una o dos dosis de BCG (1<t-t06 UFC) 

administradas subcutáneamente en becerros recién nacidos induce niveles significativos de 

prolección contra desaflos con M. bovls virulentos. La vacunación de animales con BCG, al 

nacimiento tienen una eficacia del 100% de protección contra el desarrollo de lesiones 

macroscópicas, cuando son vacunados a las 6 semanas tiene una eficacia del 90%. (e8~ 

La falla aparente de la BCG para proteger ai ganado puede ser atribuidos a numerosos 

factores. AlIas dosis de BCG equivalentes a 10&-106 UFC (unidades formadoras de colonias) 

fueron generalmente usadas para la vacunación subcutánea en el ganado; ahora se sabe que 

estas dosis pueden ser menos efectivas que las dosis bajas para estimular una protacclón 

inmune (55). La vacunación a menudo funciona en zonas de alta prevalencia, pero los recién 

nacidos pudieron haber sido expuestos a M. bovls previa a la vacunación a través del consumo 

de leche de vacas con maslllls tuberculosa (23~. 

Se han propuesto algunas razones de BU limitada eficacia, varias se ven influenciadas 

por infecciones anteriores de micobaclerias ambientales, a la ausencia de anllgenos protectores 

contra M. tuberculosis (69). Comparando el genoma se han encontrado mas de 100 secuencias 

de códigos ausentas en la BCG pero que están presentes en M. tuberculosis, el agente principal 

de la tuberculosis en humanos (70~ 
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2.3 Interferón-y como Inmunomodulador 

La inmunomodulaclón consiste en la manipulación del sistema inmunológico a través del 

uso de sustancias de origen biológico o quimico para producir una respuesta inmune adecuada 

al estado que se desea tratar. La finalidad seré aumentar la Intensidad de la respuesta, 

principalmente de tipo celular (11). 

El uso de Inmunomoduladores en animales domésticos tiene como objetivos: 

}> La producción de una respuesta más Intensa y efectiva contra agentes productores de 

enfermedades cllnlcas y subcllnlcas. 

}> Acelerar la maduración de la Inmunidad especifica e inespecfflca en animales naonatos, 

jóvenes y susceptibles de Infecciones. 

}> Provocar reacciones Inmunes Intensas en tejidos y órganos linfoldes, Invadidos por 

microorganismos, con la finalidad de incrementar la respuesta protectora en sitios como 

glándula mamaria, tracto gastrointestinal, respiratorio, etc. 

}> Incrementa la respuesta inmune especifica, celular, y humoral, a través de la vacunación. 

}> Reducir 10s"'8fectos de Inmunosupreslón, causada por el estrés o agentes infecciosos que 

Interfieren en el funcionamiento de las células del sistema Inmune o que producen 

infecciones permanentes. 

}> La estimulaclón selectiva de componentes de la Inmunidad espeCifica o Inespeclfica que 

conlleve a una protección contra la replicación de los agentes patógenos. (72) 

Dentro de los Inmunomoduladores considerados más Importantes se encuentran los 

Interferones (IFN), son una familia de protelnas producidas por las células nucleadas en 

respuesta precoz, anterior incluso a la respuesta antigénlca, a las Infecciones vlrfcas u otros 

estimulos (bacterias, endotoxinas, mlt6genos). Existen tres tipos de IFN: IFN alfa (producido por 

los linfocitos b y los monocitos en respuesta a las infecciones vlricas), IFN beta (producido por 

fibroblastos en respuesta a Infecciones vi ricas, particularmente a virus RNA blcatenarios), IFN-y 

(producido por las células T colaboradoras, en respuesta a varfios antlgenos y mit6genos). Los 

IFN poseen además de su accl6n antivlral, efectos biológicos notebles, corno la modulación de 

la respuesta Inmune y acciones antlproliferativas. La acción Inmunomoduladora, está en relación 

con una estimulación de la actividad fagocitaria de los macr6fagos, la Inducción en cascada de 
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citoclnas, mediadoras de la activación del sistema Iinfocitario, y la maduración y activación de 

los linfodtos T citotóxicos (73). 

Por otro lado, estudios realizados en modelos animales yen el humano muestran que la 

administración exógena de IFN..." al momento de la inmunización Incrementa la respuesta 

Inmune celular, comprometida en la eliminación de bacterias Intracelulares, debido a que se 

favorece tanto la presentación antigénlca, como urla mayor activación y prolifereción de las 

células T CD4+ especificas y células T C08+ cItot6xicas, entre otras funciones (74). 

Como se menciono antes, los estudios que se han realizado a fin de detennlnar cuales 

son los antlgenos micobacterianos Inmunorelevantes a los que va dirigida la respuesta Inmune, 

Indican que estos se encuentran principalmante en las protelnas presentas en el filtrado de 

cultivo, asl es factible que el empleo de CFPE's corno Inmunogeno estimule una respuesta 

inmune significativa en los bovinos Inmunizados .. la cual puede incrementarse con la apDcaci6n 

exógena del IFN..." lográndose reducir con ello el número de lesiones tuberculosas al desafio. 

Además de evaluar los niveles de protecci6n que puede inducir la vacuna BCG en bovinos a una 

dosis baja. 
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3. HIPÓTESIS 

Las protelnas presentes en el filtrado de cultivo de M. bov/s son antfgenos relevantes, 

capaces da Inducir una respuesta inmune protectlva que se puede incrementar con la 

aplicación exógena de IFN-y, citocina que favorece la respuesta celular, necesaria para la 

eliminación de las bacterias Intracelulares y de estimular una Inmunidad de memoria 

prolongada; as! la Inmunización de bovinos con extractos proteicos de filtrado de cultivo 

ofreceré una mejor protección contra la enfermedad. As! como el uso de la BCG a bajas 

dosis en los bovinos, brindara una protección e induciré reducir con ello el número de 

lesiones tuberculosas. 

4. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la eficacia de la BCG y del extracto proteico de cultivo (CFPE's) de M. bovls 

como Inmun6geno para la prevención de la tuberculosis bovina y el efecto inmunomodulador 

que tiene el IFN-y para potenciar la respuesta Inmune hacia la enfennedad. 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Inmunizar y comparar la respuesta inmune entre los bovinos Inoculados con CFPE·s, con 

los bovino Inoculados con CFPE's més IFN-y, BCG yel grupo control. 

2. Determinar la cinética de la respuesta Inmune mediada por células y humoral en los 

grupos de animales Inoculados y en el grupo control. 

3. Determinar y comparar la protección ofrecida en los diferentes grupos por la 

inmunización en los diferentes tipos de vacunación por medio de la Inspección de lesiones 

macroscópicas al momento del sacrificio. 
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6. MA TERIAL Y METODOS 

6.1 Animales de estudio 

Se utilizaron un total de 24 becerras Holstein de 8-16 meses de edad, adquiridas en 

hatos que estuvieran bajo control sanitario, los cuales fueron evaluados por pruebas de 

tuberculina, IFN-y, ELlSA y PCR de moco nasal. Para detenninar su estado de animal libre de 

la enfennedad. Todos los animales contemplados en este experimento fueron negativos a 

todas las pruebas 

Las 24 becerras fueron alojadas dentro de las Instalaciones del CENID-Mlcroblologla

INIFAP, donde pennanecieron un periodo de adaptación de 3 semanas, en los primeros 7 

dlas recibieron tratamiento, de antibiótico por 3 dlas y vitamina A, D, E (Anexo 1), a una dosis 

de 3-5 mi de acuerdo a su peso vivo, como preventivo a la Fiebre de Embarque que se 

pudiera desencadenar. Los medicamentos emplQ.ad~1ueron los siguiente: 

Durante este periodo de adaptación a los 12 dlas se desparasilaron con PARZEN, 

Albendazol al 10% (Anexo 1). La dosis aplicada fue según su peso corporal. 

Al ténnino del periodo de adaptación todos los animales fueron vacunados contra 

Rhinotraqueltls Infecciosa Bovlna(IBR), Parainfluenza 3(Pb), Diarrea Viral Bovina (DVB) y 

Enfennedad Respiratoria Sinci11a1 (VRSB). (CatUe Master 4; con Reg. SAGAR 8-0001-007 

elaborada por Pfizer SA de C.V.). Posterionnente fueron revacunados a los 15 dlas, con la 

misma vacuna. 

6.2 Diseno experimental 

Los animales fueron divididos al azar en 4 grupos, de 6 animales cada grupo, los 

cuales estuvieron estabulados durante el monltoreo de la respuesta Inmune. El grupo 1 fue 

inoculado subcutáneamente en el cuello con 2 dosis de 300 mg del CFPE's a intervalos de 3 

semanas entre dosis. Los animales del grupo 2 se Inocularon Igual con 2 dosis del CFPE's, 

pero además recibieron 200 ng de IFN-y bovino recomblnante vla subcutánea el cual se 
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administró dos dlas antes que los anJmales fueran inoculados con el CFPE's y se aplicó la 

misma dosis de IFN-y bovino recomblnante. El grupo 3 fue vacunado con M. bov/s BCG. Los 

animales del grupo cuatro representa al grupo control y se inocularon con PBS como placebo. 

6.3 InterfefÓn-y bovIno recomblnanle como Inmunomodulador 

El interferón gamma bovino recombinante utilizado es distrlbuldo por Serotec product 

data sheet, venia en una presentación de 1 mi de agua destilada estéril; para reconstituIrse el 

producto liofilizado, el cual fue obtenido de pases de sobrenadante de cultivo de tejidos de E. 

coll con expresIón de IFN-y bovino recomblnante -liofilizado. Su concentración aproximada fue 

de 300 ng/ml de IFN-y bovino recombinante. 

Nota: la aplicación funcional de este producto no ha sido ensayada. 

6.4 Vacuna BCG. 

La vacuna viva liofilizada de BCG, que se aplico fue una ~pa danesa atenuada de M. 

bovis (siembra Mérleux derivada de la cepa 1077 para uso intradérmico l, regIstrada por el 

laboratorio "Aventis Pasteur S.A'. Para 0.1 mI de vacuna reconstituida, su composición fue la 

siguiente: 

• Polvo para suspensión inyectable: 

» Gérmenes revlvisclb/es (partlcu/as cultivables de bacilos vivos atenuados, sIembra 

Mérieux derivada de la cepa 1077), entre 800 000 Y 3200000 UFC. 

» Excipientes: Dextran - Glucosa - TriIon WR 1339 - Albúmina humana 

» Solvente: agua para preparaciones inyectables cbp 0.1 mI. 

Esta vacuna es conforme a las nonnas de la O.M.S. 

6.5 Obtención de extractos proteicos de filtrado de cultivo de M. bovfs Y M. av/um. 

La cepa de mlcobacteria que se empleo en este estudio fue M. bovis AN5 Y M. avium 

04. Los sobrenadantes de cultivos fueron donados por la Productora Nacional de Biológicos 

Veterinarios (PRONABIVEl; el procedimiento para la obtención de /os sobrenadantes, fue el 

siguiente; los cultivos se incubaron a 37" C duranta 6 semanas, las protelnas presentes en /os 

filtrados de cultivo se precipitaron con cristales de sulfato de amonIo [(NH4n 5041 a una 

saturación final del SO %, con agitación constante a 4° C por 24 horas. Al término de este 

tiempo, la solución se centrifugó a 4° C por 60 minutos a 10000 r.p.m. (Beckman rotor JS-13.1l, 
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para empaquetar el precipitado, el cual fue resuspendido en 10 mi de solución amortiguadora 

de fosfatos (PBS) pH 7.2, posterionnente se dializó exhaustivamente contra PBS, en bolsas de 

diálisis (Spectra/Por No 3787-040), con punto de corte de 12 a 14 kDa, a 4° C durante 36 horas 

con 4 cambios de 2 litros cada uno. Después del dializado sé comprobó la ausencia de (NH4h 

SO. agregando cloruro de bario. El material as! obtenido se designó como extracto proteico de 

filtrado de cultivo (CFPE), la concentración de protelna de los CFPE's se determinó por el 

método de Bradford, para fines prácticos esta concentración se ajusto a 35.0 ¡.LQ/mI de protelna 

y se dividió en allcuotas de 1 mi, las cuales se almacenaron a - 70 o C hasta su empleo (78~ 

6.6 Prueba de Intradennorreacclón (ID) 

La evaluación de la respuesta Inmune celular in vivo, se realizó por medio la 

respuesta de hipersensibilidad Hpo IV (respuesta tardla) doble comparativa (ID); con las 

tuberculinas autorizadas para efectos de la campana, Inoculando en las tablas del cuello de 

lado derecho, el PPD aviar en la parte superior (cepa 04) Y PPD bovino en la parte inferior 

(cepa AN5), de todos los animales experimentales, a los 6 meses después de ser 

Inmunizados y antes de llevar a cabo él desafió de los animales. Ya desafiados los animales 

y antes de ser sacrificados se realizó nuevamente la prueba de ID de la mls,ma manera, en 

las tabias del cuello pero del lado izquierdo. 

El procedimiento de la tuberculinizacl6n fue el siguiente: el primer paso fue rasurar las 

dos diferentes áreas de Inoculación, con 15 cm aproximadamente de distancia entre una y 

otra zona, se levanto el pliegue de la piel en el centro de las áreas rasuradas y se midió el 

grosor de esta utilizando un cutlmetro (vernier) reglstrendo eslos valores en mlllmelros. La 

lectura de la prueba se realizó a las 72 +/- 6 horas, midiendo con el vernier el grosor de las 

reacciones, estas fueron anotedas, restando el valor de la primera lectura al de la segunda. 

En cuanto a la Interpretación de la prueba Inlredénnica comparatlva, suele definirse el 

resultado positivo como una reacción positiva a la tuberculina bovina y un engrosamiento 

provocado por ésta superior en 4.0 mm al que produce la tuberculina aviar. El resultado se 

considera dudoso si la reacción a la tuberculina bovina es posltlva pero el aumento de 

espesor es entre 1 y 4.0 mm superior al de la reacción aviar. La prueba se considera negaUva 

cuando la reacción de la tuberculina bovina sea negatlva o, aún siendo positiva, el 

engrosamiento sea Igualo menor que el provocado por una reacción positiva a la tuberculina 

aviar. Uneamientos establecidos en la NOM-031-Z00-1995. 
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6.7 Prueba de Interferón"'Y (IFN"'Y) (Inmunidad celular). 

La evaluación de la respuesta inmune de los animales, se monltoreo evaluándola a 

Intervalos de 3-4 semanas durante el transcurso del experimento. La respuesta Inmune celular 

se determinó cuantificando los niveles de IFN-y; la prueba se le realizó a todos los animales, 

empleando un kid comercial (BOVIGANTM Bovine Gamma Interteron Test), esta técnica es una 

medida de la Inmunidad mediada por células y se basa en la estimulaclón in vItro de Hnfocltos 

de sangre heparinlzada, usando como antrgenos derivados proteicos purificados (PPO) de M. 

bovis y M.avium. Como resultado de la estimulación antigénlca, los linfocito T circutantes 

presentes en la muestra secretan IFN"'Y, que es medido mediante una prueba de ELISA de 

captura (76~ 

Se obtuvo una muestra de 7 mi de sangre de la vena caudal de los 24 bovinos en 

tubos con vaclo y con heparina. Las muestras de sangre fueron cultivadas siguiendo el 

protocolo de Rothel et al (1990). Se estab/eclo cuatro cultivos de 1.5 mi de sangre 

heparinlzada de cada animal, en placas de cultivo de 24 pozos. Cada cultivo fue estimulado 

con 100 !!I de PPO bovino (20 J.l9Iml), 100 !!I de PPO aviar (20 J.L9/ml), 10 !!I de concanavallna 

A (Con A) (1 1l9i¡l1) y un pozo sin estimular como testigo. El cultivo se realizó durante 24 

horas, en estufa de cen al 5% a 3rC. Una vez finalizado el cultivo, se obtuvo e/ plasma y fue! 

depositado en microtubos y congelados a -70°C hasta la realización de la prueba de ELISA 

para detectar el nivel de IFN""(. 

Para la prueba de IFN""( de se adicionaron 50 ¡ll de diluente a la placa (amortiguador 

diluente para plasma). Después se adicionaron 50 !!I de muestras prob/emas y control a los 

diferentes pozos que contenfan diluente, las muestras control se adicionaron al final de cada 

placa y se mezclo el contenido de cada pozo. Se Incubaron a una temperelura de 25°C +/-

5°C durante 60 minutos +/- 5 mln. Se retiró el contenido y se realizaron 6 lavados, se colocó 

la placa sobre papel filtro y se permitió que secara. Se adicionaron 100 !!I de conjugado 

(anticuerpo anti-IFN""( bovino), preparado minutos antes con el amortiguadorr diluente para 

conjugado y se colocó a cada pozo. Se cubrieron las placas y se Incubaron a una temperatura 

de 25°C durante 60 minutos. Se realizó e/lavado de la misma forma que el anterior lavado y 

se adicionaron 100 !!I del cromógeno tetrametilbencidlna (TMB), preparado con amortiguador 

enzima-sustrato y H20 2• Se cubrieron las placas protegiéndolas de la luz y se incubaron a 

temperatura ambiente por 30 minutos. Después se adicionaron 50 !!I de solución de paro 
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(0.5M H~04) a cada pozo. La lectura de la absorbencia a 450nm se realizó dentro de los 5 

mln de terminada la reacción. Los valores de la absorbancla fueron usados para calcular los 

resultados y la interpretación de los resultados fueron graficados por grupos (7l!,n.78~ 

6.8 Prueba de Inmunoabsorclón ligado a enzimas (ELISA) (Inmunidad humoral). 

La prueba de ELlSA, se basa en una reacción antlgeno-anticuerpo en la que una de las 

fases reaccionantes está inmovilizada en una superficie sólida. La unión antrgeno-anticuerpo se 

revela mediante el uso de conjugados de tipo enzlmático (peroxldasa, fosfatasa alcalina, etc.) y 

la adición de un sustrato que produce color al reaccionar con la enzima. Existen diferentes 

variantes de la técnica de ELlSA que permiten aumentar la sensibilidad y especificidad de la 

prueba (ELlSA Indirecto, de captura, de competición, sándwich, etc.). Este prueba tiene muchas 

ventajas como el estudio de muchas muestras y en un tiempo relativamente corto, permite el 

estudio en diferentes fluidos y se considera de bajo costo; pero al igual que otras técnicas, 

cuenta con desventejas como la necesidad 1ie eSperar varios dfas tras la infección para detectar 

una respuesta de anticuerpos, puede haber reacciones cruzadas. (71) 

Se evaluó la respuesta humoral de los animales determinando los niveles de 

anticuerpos hacia los antrgenos mlcobacterianos, mediante la prueba serodlagnóstlca de 

ELlSA comparativa, empleando CFPE de M. bovls y M.avlum corno antlgeno en el diagnóstico 

de la tuberculosis bovina, a Intervalos de 3-4 semanas durante el transcurso de todo el 

experimento. Se utilizó suero, colectando sengre de la vena caudal de los 24 bovinos en 

tubos de 7.5 mi con vacfo. La prueba se realizó de la siguiente manera: las placas fueron 

sensibilizadas con 5 )19 de CFPE's de M.bovls y M.avlum por separado en 100 )11 de solución 

de pegado (Buffer de Carbonatos pH 9.6) (Anexo 1) por pozo. Se Incubó toda la noche a 

temperatura ambiente y se descarlo la solución. Se anadleron 100 ).1i de solucli6n bloqueadora 

(3% de leche en polvo descremada en PBS y 0.1% Tween 20) (Anexo 1), Incunbado por 1 hr 

a 37"C. Se lavaron 5 veces con solución de Iavado(PBS con 0.1% de Tween 20)(Anexo 1). 

Posteriormente se anadieron 100 ).1i por pozo de cada suero diluido 1:50 en solución 

bloqueadora y se Incubaron 1 hr, en estufa de CO2 al 5% a 37°C. Se descartó la solución y se 

lavaron 5 veces con solución de lavado. Enseguida se agregó a cada pozo 1(0).1i de protefna 

G conjugada con peroxidasa diluido 1:10 000 en solución bloqueadora, se dejaron Incubar 

1 hr, en estufa de CÜ2 al 5% a 37"C, se descartó la solución y se lavaron 5 veces con solución 

de lavado. Inmediatamente se arladió a cada pozo 100 ).1i de solución de revelado ( 10 

30 



mVplaca de Buffer de Citratos pH 4.5, 4 mg de orto-fenflend lamina y 4 J.l1 H202XAnexo 1). Se 

paró la reacción a los 10 mln. mediante la adición de 50 ¡.ti por pozo de solución de paro 

(H2SO. 2M). Las lecturas se realizaron a 492 nm y la interpretación de los resultados fueron 

graficados por grupos. 

8.9 Preparación del Inóculo bacteriano para el desafió. 

El cultivo y la cuantificación del Inóculo bacteriano se realizó en la Facultad de 

Medlclna Veterinaria y Zootecnia - UNAM, partiendo de una capa aislada de campo M. bovis. 

La capa fue designada como la ND 9930 con una concentración de 7.8x105 UFC/ml fue 

ajustadla a 10' UFC/ml para el desafio intratraqueal. Esta Inicialmente se cultivó en placas de 

petri con agar Middlebrook 7H11 enriquecido con 10% de OADO (medio de enriquecimiento 

catalasa-dextrosa). Se tomaron de 3 a 5 colonias con caracterlstlcas morfológicas 

semejantes y se sembraron en 15 mi de caldlo Middlebrook 7H9 con 1°% de OADC y 0.5 gil 

de Tween 80 (para dispersar las bacterias)~el casi se incubó en un periodo de 8 dlas a 37DC 

en agitación constante a una velocidad de 100 r.p.m. Al final de la Incubación el cultivo 

bacteriano fue transferido a un matraz con 135 mi de medio fresco para incubarlas en las 

mismas condiciones durante 11 dlas Uempa requerido para alcanzar la fase Iogarltmlca de 

crecimiento. 

La cosecha se realizó a partir del cultivo bacteriano, el cual se centrifugó en tubos de 

palipropileno de 50 mi durante 15 minutos a 3300 X g lavando 2 veces con PBS 1X (cbp 50 

mi). El paquete celular se resuspendió en 11 mi de medio Compiet Roswall Park Memorial 

InsUMe (RPMI-1640) con 15% de suero fetal bovino (SFB), y se paso dos veces a través de 

una aguja de calibre 29 G X 13 mm utilizando una jeringa con el propósito de dispersar los 

agregados bacterianos. La suspensión bacteriana fue fraccIonada en mlcrotubos con un 

volumen de 1 mi y se almaceno a -BODC hasta su empleó. 

Para la cuantificación de las UFC (unidades formadoras de colonias), se tomó una 

allcuota del inoculo preparado, se descongeló, Incubéndola a una temperatura de 37DC 

durante 40 minutos en bano Maria. Se realizaron diluciones décuples seriadas (450 ¡.ti de 

diluyente y 50 l.tI de sOluto), sembrando 100 ¡.ti en placas de agar 7H11 a partir de la dilución 

10-3 a la 10.5 por triplicado. Las placas se Incubaron durante 3 a 4 semanas a una temperatura 

de 37DC. El conteo de las UFC se realizó obteniendo la canUdad de UFC por mi, aplicando la 

siguiente ecuación. 
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(UFC)(FDX10)= bacterias/mi 

FD= factor de dilución 

6.10 Desafio. 

Los animales de los diferentes grupos Incluyendo el grupo control fueron desafiados 

intratraquealmente, a los seis meses después de haber sido Inmunizados, el desafio se 

realizó con una dosis de 1 tt UFC de la cepa virulenta de M. bovis No. 9930, alslade de casos 

cllnlcos. Para ello los animales fueron Inoculados directamente en traquea por medio de una 

aguja de calibre 18 con la cepa virulenta. Se lomaron muestras de sangre de los animales 

periódicamente para continuar con la evaluación de las respuesta inmune tanto humoral como 

celular, la evaluación continuó hasta el momanto del saaificlo, que se efectuó a los 5-6 meses 

después del desafió, bajo condiciones humanitarias. 

6,11 Inspección post-mortem. 

Los animales fueron sacrfficados humanitariamente utilizando la pistola de émbolo 

oculto, cada semana un grupo diferente. Se realizó la necropsia haciendo una inspección 

minuciosa para determinar la presencia, extensión y grado de las lesiones tuberculosas, o 

ausencia de las mlsma:s. Se tomaron muestras de diferentes órganos y tejidos, principalmente 

pulmón donde se examino Individualmente cada lóbulo, asl como de los nódulos Onféticos de 

cabeza, viscerales y da la canal, para evaluación de las lesiones rnaausc6picas; como se 

muestra en la tabla 7.3. 

6.12 Análisis estadlstlco 

Se analizaron los dalas empleando un paquete estadlstlco del programa SIGMA STAT 

versión 4. El método seleccionado fue la prueba de Dunnett para realizar las análisis de 

varianza de los resultados, con la finalidad de ver si exlstra diferencias estadlsticamente 

significativas, evaluando el primer muestreo de los animales antes de vacunar, contra los 

siguientes muestreos de animales vacunados y desafiados de ceda grupo Inmunizado. 
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7. RESULTADOS 

Los animales Incluidos en este experimento, fueron previamente analizados con dos 

pruebas diagnósticas (prueba ID de tuberculina e IFN-y), que valoran la inmunidad celular, y 

otra prueba que valora la Inmunidad humoral (ELISA), asl como también se empleó una 

prueba de biologra molécula (PCR), para determinar la presencia de ácido 

desoxlrribunuclelco (DNA) del complejo M. tuberculosis. Todas las becerras incluidas en aste 

experimento fueron negativas a todas las pruebas anteriormente descritas. 

7.1 Resultados de la Prueba de If:N-y 

Para el seguimiento de la Inmunidad celular in vItro, se determinó la producción de 

IFN-y, al el inicio del experimento y periódicamente cada 3-4 semanas. 

En la grafica 1, se observa la producción-de IFN-y, considerando promediós de cada 

grupo, a partir de los plasmas estimulados con PPD de M. bovls expresado en densidad 

óptica (DO) de 450 nm. Se muestra la respuesta celular hacia M. bovls desde que los 

animales fueron seleccionados como libres de TB, dando todos los grupos similares valores 

(DO < 0.1), posteriormente al ser vacunados todos los grupos dieron una similar producción 

de IFN-y, con un ligero Incremento del grupo vacunado con BCG (DO <0.3); fue hesta las 14 

semanas, donde se observaron diferentes niveles de producción de IFN-y, posteriormente a 

las 17 semanas, se observó un Incremento significativo del grupo que recibió CFPE's de M. 

bovls, al igual que el grupo control (DO > 1.2); el grupo con CFPE's más IFN-y, fue muy similar 

a los anteriores grupos, pero en el grupo de BCG no fue tan marcado el aumento(DO < 0.6). 

Todos los grupos a las 20 semanas, mostraron una disminución en niveles de IFN-y (DO 

< 0.4); a la siguiente evaluación (semana 23) todos los grupos tuvieron un incremento muy 

simUar (DO > 0.8), a excepción del grupo de CFPE's que mantuvo niveles bajos (DO < 02). 

Después del desafió, todos los grupo mostraron en promedio un incremento muy elevado 

en los niveles de IFN-y. Antes de ser sacrlflcados 105 animales del grupo con mayores valores 

fue el de BCG, junto con el grupo control (DO > 3.0), seguido del grupo de CPFE's más IFN-y 

(DO> 2.7), Y el grupo con menor producción de IFN-y, fue el vacunado con CFPE's (DO > 

2.4). 
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GRAFICA 1. Se mU8Á"8n 108 lMUltados en promedio de los cIIIeIa1Iea grupos. da la prueba da IFN-y en DO da 450 
nm .• da pIaamaII edmulados con PPO da M. bovIs. 

La graflca 2, se presenta la producclOn de IFN-y, el plomedlo de cada grupo 

experimental, de plasmas estimulados con PPD de M. avlum. Se mueetra la respuesta celular 

hacia M. BVlum, desde el Inicio del experimento, dando todos los grupos simIarea valores 

(DO <0.1), fue halta la 17° semana, deapu6s de ser vacunados donde se observo un 

Incremento en la producción de IFN-y muy elevado de todos los grupos, siendo el grupo 

control con mée DO (> 2.7). Pero los clamés grupos tuvieron valores (DO > 1.9). 

Posteriormente a la siguiente evaluación todos los grupos vacunados a la8 20 semanas, 

disminuyeron muy similar (DO <0.4), Y el grupo control (DO> 0.5); a la siguiente evaluación 

(semana 23), todos los grupos tuYIeron un Incremento muy almiar (DO < 0.8), a excepci6n 

del grupo de CFPE's que mantuvo niveles bajos (DO < 0.2). Despu6s del desafio de los 

animales, la producción de IFN-y fue constante pero elevada tanto en el grupo vacunado con 

CFPE's m6s IFN-y, como en el grupo control (DO > 1.4), mientras que en el grupo de BCG, 

fue ligeramente menor la produccI6n de IFN-y (DO < 1.5), pero el grupo con menor DO fue el 

vacunado con CFPE's durante todas las evaluaciones post-clesafto (DO < 1.03). 
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GRAFICA 2. Se lTII.Ieetr8n loa ... !hcIoa en promecIo de loe d"" .... IIIIJIIW. de la pnaIla de FN-r en DO de 

«iD rm de pIIIeIn. ..urnu.doa con PPD da Al. M.m 

En la graflca 3. se muestran los reaultad08 de la producción de IFN-y en 00 de 450 

nm, de plasmas estimulados con ooncanavaina A (Con A). La evaluación con este entlgeno 

no ee realizó desdé el Inicio del experimento. sino ha8ta lae 14 semanas poat..yacunaclón. a 

diferencia de los plasmas estimulados con PPD M. bovls Y M. avium. tuvieron mucho menor 

respuesta, donde SU8 méxlrno niveles fueron a lae17 semanas, después de la vacunación. 

siendo el grupo de BCG con mae valores (DO > 3.9~ Posteriormente a la siguiente 

evaluación, todos los grupoe a las 20 semenae dlarnlnuyeron muy aimllar (00 < 1.6); en las 

siguientes evaluaciones y después del desafio, la produccl6n de IFN-y fue baja Y constante 

en todos loa grupos (DO < 022), siendo el grupo control que tuvo un ligero Incremento post

desafio (DO > 0.27). pero al final de 188 evaluaciones el grupo de BCG tuvo similares DO. 
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7.2 R ......... de la pruebli. EUSA 

Para el aeguIrrierto de la inmunidad humoral In vitro, " determIn6 la producción de 

~ por medio eJe la t6cnIca eJe ELISA comparativa, con pI8CIS MnSIbIIIzad .. con 

CFPE'. de M. /xNtfJ Y M.lI'Ifum, cJeade elln\cIO del experimento _, ccmo peri6cIcImerb cada 

3-4 aemanaa. 

La gndIca 5, muestra loa reaultadoa en 00 a 492 MI, eJe p/acaa aerdlIlIZaIdaa con 

CFPE'. de M. txNIIJ. Se muestra la reapll8IIta eJe antIcuarpoa haciII M. bov#8, cJeacJe que loa 

anlmalea fueron •• Ieccloi'ladoa como lItns eJe TB, dando cae! todos loa grupos valorea bajos 

(DO < 0.26), deapuM de aer vacunadoa, el grupo que "* nIYeIea eJe lIlticuerJa aIcIInzó 

cJeade loa primeros d .. eJe la vacunación, fue el vacunado con CFPE'. mta IFN-J" (00 > 0.5), 

lY1ierIna que loa demIIa grupos moaIrIIron 11m'" VIIIorea COII8tantea (00 < 0.38), fue haIta 

In 14 &emllnaB, donde todos loe grupos cJIamInuyeron loa n/veIea de antlcuerpoe (00 < 

0.15~ • las 23 Hm8II88 post-vacunaclón, tuYO nuevamente WI ligero Inenmento el grupo 

V8CU"1ado con CFPE'. "* IFN--y (00 >0.29). O_pUM del deNII6 el grupo que moetr6 en 

promedio un tnaemento conforme pulll1an loa dr. en loa nIYeIea eJe ~ fue el 

grupo control que no fue vacunado (DO >0.47); eeguldo del grupo eJe BCG con valoree de 00 

> 0.3&; el grupo vacunado con CFPE's méa IFN-y llego a tener valoree de 00 > 0.34 post

deIafIo; miellb .. que el grupo vacunado con CFPE'. tuYo loa valorea mM bajos poet-deaat16 

(DO <0.27). 
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En la graficl6, se mUMtrw! loe l'eIUbdoe en 00 a 492 nm de pi ..... ~ 

con CFPE'a de M. Num. Se rnueItra la ~18ItI de antIcuerpoa hacia Al. evtum deede que 

loe anllNlle8 fUeron aefec:cIon8do8 como lIbrIe de TB dando CI8I todo8 loe grupoe \IIIIoreII 

almIIarea (DO < 0.22), posteriormente, deIp'" de 11 vaounacI6n todoI loS grupos se 
mantINIeron en un mIamo nivel de antk:uerpoB lIII81a 1M 5 MI. __ , donde el grupo 

'llCl..Ndo con CFPE'a tuvo un ligero at.mentD en .. valoree (00 > 0.33); mientras que el 

grupo control Incrwnento 8UII valorea deIde la octava ""11, hMta la 11° MmINI (00 < 

0.33); fUe hI8ta ... 14 ..."., .. , donde todoe I0Il grupoiJ redujeron I0Il ~ de antIcuerpoe 

(DO < 0.14~ en loe di .. aIg\iente8 se obeervaron a/mIIaree valorea en todos 108 grupos. 

0eepu6a del deafI6 el grupo que moatr6 en promecIo m6a nMtII8 de ~ confomle 

paeaben loS di .. Y hasta antee del taerI1IcIo, fUe el grupo control (00 > 0.35~ .. guido del 

grupo de BCG (00 < 0.28), rnIenttaa que I0Il grupoe V8CU1adoa con CFPE'. y CFPE'a m6a 

INF-y tuvieron aImIlaree valorea (00 < 0.19) . 
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7.3 GaMncIa de peso 

Durara todo el elCP8r1mento se monItoceo, generalmente 0IdI mee la ganancia de 

peso de 108 .lIItlllea deede su llegada. h8IIbI el aecrtIICIIo de cada uno de eIIo8; .. /mpOrt1Ilte 

aclarar que loS antrnaIea de loe dlatJm. grupoa ten*, cada uno de elloa dIferentaa pe..

Iniciales, en la gratlca 7 se mueatlWlloS promedIoa de loa clferentea grupoa expertmeJltalel 
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donde el QfUPO con menor peso lnk:IaI fUe el conIroI con un peso < 200 kg; aeguIdo del grupo 
VllCund con 9CG, que tuvo un peeo lnic:IaI :> 215kg; el grupo InmunIZado con CFPE's",,*, 
IFN-y, su peso lnk:IaI fue ,. 250 kg; Y el grupo con mayor peso Inlc:lal en promedio fua el 

VIICLIlado con CFPE'. con un peso :> 260 kg. 0eepu6e de hIber tido V8eUt'l8dce, en general 

todos loe grupoe tuvieron tendencia a ganar pelO conforme pnabln loa meeee, eIendo el 

grupo 1 y 2 loa que moetraban en PfOI1I8dIo mayor pellO en promeIiO. Fue hasta deIIpIl6e del 

deeafió donde se obeervaron cambloe en loe prorMCiIoa de C*1a grupo; elendo el grupo 

vacunado con CFPE'. mé8 IFN-y, el que merIOII ganancia de paao tuvo, Y en elllItIrno pesaje, 

tendIa • perder peso en promedio, • peur de que • inicio del deeaII6 era el grupo con mayor 
peso, l'I'IOéando una ganancia de peso del cIe8affo al sacrttlolo de < 35 kg. Otro de 108 
grupos con menor peso fue el grupo oontro1 teniendo una ganancia de peso del desafió al 

eacriftclo < 67 kg.; siendo eItoe dos~, en los que en apartencIa rnoatrabll'l un depIotable 

estado de carnee en la mayorfa de loa ahlm .... L08 grupoe que no .. vieron tan afeCtado por 
el deeafto fueron los vacunacto. con CFPE'. y BCG con una ganancia de > 75 kg Y :> 100 kg 

reepecllvamente, hasta su MCritIcIo. Por lo t&InIo, el grupo que mayor pelO logrO dade el 

inIeIo halla tu taCriftcio fue el inmunizado con BCG; te:. dIItoIt se rntI8IItIWI "* clalwnente 

en 1a8lgl.iente gritlca: 

CWWIO\A .. ..., 
410 :§ -«lO • I ;..--:::; f .' 

l~ .. --' .... 

I~ 
.... ~ 

• :> .. '~ .. l··· r¡- -
.~ tI : . 

• I 
110 • • .... : . • 

i • • 100 
1 • • 

_a 
" • I-QIA! __ I'N-Ot-QIA! . l1li» _CXlNIII1.I 

GIW'ICA 7. 8ll1III*iIIwI1a ele '" l1li I lila ele ........... , ••• hl 



7.4 Resultados de la Intradermorreacclón 

Se realizó la primera evaluación de la respuesta a la ID (hipersensibilidad tipo IV, 

respuesta lardla) doble comparativa, posterior a la vacunación a los 5 meses de la vacunación 

y antes de ser desafiados. Inoculando el PPD aviar en la parte superior y PPD bovino en la 

parte inferior de las tablas del cuello del lado derecho de todos los animales experimentales, 

los resultados se muestran en la tabla 7.1. En el grupo 1, Inmunizado con CFPE·s, solo un 

animal se le considero como positivo ya que tuvo una reacción positiva a las 72 hrs, hacia la 

tuberculina bovina, con un engrosamiento de 10 mm mayor al de la tuberculina aviar; todos 

los demás animales se les considero negativos, ya que, dos animales tuvieron reacción 

positiva hacia la tuberculina aviar y tres animales no mostraron aumento evidente, y ningún 

animal, delos 4 grupos, tuvo manifestaciones cllnlcas de dolor, exudación, necrosis 

circunscrita o Inflamación de vasos y nódulos ~nfétlcos regionales. 

En el grupo 2, inmunizados con Cf'PE's más IFN-y, se considera solo un animal 

sospechoso, ya que el aumento de espesor de la tuberculina bovina fue de 3.0 mm; todos los 

demás animales se consideran negativos, debido a que, dos animales tuvieron un 

engrosamiento significativo (> 29 mm) a la tuberculina aviar, aunque hubo reacción también a 

la tuberculina bovina pero menor a la aviar. Un animal mostró mlnlmo aumento pero a la 

tuberculina aviar, y dos animales no tuvieron Incremento. 

El grupo 3, vacunado con BCG, dos animales tuvieron reacción positiva a la 

tuberculina bovina, tres animales tuvieron reacción preferente a la tuberculina aviar con un 

engrosamiento> 7.0 mm. Un solo animal no manifestó engrosamiento. 

En el grupo 4, control, un animal fue sospechoso, ya que la reacción a la tuberculina 

bovina fue 3.0 mm mayor a la aviar, los demás se consideran negativos, siendo tres animales 

los que tuvieron engrosamiento preferentemente hacia la tuberculina aviar y un animal no tuvo 

aumento evidente. 
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Tabla 7.1. Resultados de la prueba de ID doble comparativa de animales Inmunizados 5 meses 
post-vacunación 

(+) positivo. tIIbrn:ullna bo_ 
(+/-) BOIIpC<booo 
(.) aeptiyo 

La segunda evaluación de la ID (tabla 7.2), se efectuó con la misma metodologla que 

en la primera ID, pero esta se realizó 5 meses después de ser desafiados, previo a su 

sacrificio; en esta evaluación, se aplico las tuberculinas en las tablas del cuello del lado 

izquierdo, para evitar Interferencias entre pruebas. Se observaron los siguientes resultados: 

todos los animales, a excepción de dos, fueron positivos a la segunda evaluación de la prueba 

de tuberculina, dando engrosamientos a las 72 hrs. en la zona de aplicación, en su mayorla 

de los animales> 15 mm a la tuberculina aviar y al de la tuberculina bovina> 25 mm. Un gran 

porcentaje de los animales presentaba signos cilnicos de necrosis circunscripta y dolor al 

tacto. Un animal del grupo 2 (CFPE's + IFN- y), fue negativo con un diferencial de 
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engrosamiento de 2.0 mm menor de la tuberculina bovina, pero ambas a tubercuHnas tuvieron 

crecimiento> 20 mm. El otro animal negativo fue del grupo control con similares resultados. 

Tabla 7.2. Evaluación de la prueba de ID doble comparativa de animales desafiados 
5 meses post-desaflo. 

(+) pooitivo. _ bovino 

(+/-) """"""'"" 
(-) ucptivo 
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7.5 Inspección post-mortam 

Para la Inspección post-mortem, se analizaron los diferentes órganos y tejidos. asl 

como los nódulos linfáticos y la zona de Inoculación (primer tercio craneal de la traquea). Se le 

dio la siguiente interpretación a los resultados; se le asignó (+) a las lesiones> 0.2 cm y < 

0.5 cm de diámetro. (++) a las lesiones> 0.5 cm y < 1.0 cm y (+++) a las lesiones >1.0 cm. 

Para examinar los diferentes nódulos nnfáUcos (NL), éstos fueron seccionados en 

cortes delgados de 2 a 3 cm de grosor, a manera de exponer el mayor número de superficies 

de corte. En lo que corresponde a los órganos, fueron inspeccionados cuidadosamente el 

r1Mn. hlgado, bazo y pulmón, siendo este último al que se le examinó visualmente la pleura 

pulmonar, y con palpación firme con los dedos se revisó todo el tejido pulmonar en búsqueda 

de tuberculos pequerlos, y posteriormente los pulmones fueron incididos al azar en los 

diferentes lóbulos y se examino las superficill.!l de corte. Se obtuvieron los siguientes 

resultados en órganos, NL y zona de Inoculación: 

El grupo 4, que permaneció como control, siendo el grupo que mostró mayor número y 

grado de lesión, además en todos los animales de este grupo se observaron lesiónes, el tipo 

de lesión que presenteron todos los NL fue de linfadenitis supurativa, ampliamente 

diseminadas (figuras 7.1, 7.2, 7.3 Y 7.4), los más afectados fueron los NL cervicales 

profundos, observándose lesión en cuatro animales de este grupo con un diámetro > 2.5 cm. 

En tres animales los NL medlastinlcos tuvieron lesión > 0.8 cm de diámetro. En 2 animales 

105 NL retrofaringeos medios, presenteron lesiones de > 0.5 cm haste 3.0 cm. En los NL 

cervicales superficiales (antes pre-escapulares), solo dos animales presentaron lesión de > 

0.3 a 1.0 cm. Un solo animal tuvo lesión en NL retrofaringeo lateral con una lesión> 2.5 cm y 

otro una lesión en NL mandibular de 1.0 cm aproximadamente. En lo que respecta a la zona 

de Inoculación hubo lesión en tres animales de tamal\o > 0.5 cm hasla 3.0 cm de aspecto 

purulento. En lo que corresponde a los órganos fue el único grupo que presentó lesiones; 

observando en el hlgado de un animal múlUples lesiones de forma circulares de aspecto 

piogranulomatoso de un lamaflo > 2.0 cm de diámetro sobre toda la superficie hepática. En el 

pulmón de un solo animal se observó una lesión < 0.5 cm de aspecto ligeramente purulento, 

en el lóbulo caudal derecho. 
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FJg 7.1. NL cervical profundo del animal No. 
8, WUPO control con severo grado de lesión. 

FJg 7.3. NL mandibular del anlmal No. 1, 
grupa cootroI con severo grado de leeI6n. 

FIg.7.2. NL cervICal profundo del arWnal No. 
2, IJ1.lpo control con H"Iero grado de lesión 

FiII.7.4. Hfgado del animal No. 1, grupo 
control con lesiones mulltfocalell. 

En el grupo 2, inmunizados con CFPE's más IFN"')', soto un animal se encontró libre de 

lesiones sugestivas a T8; los dem~s animales, s[ mostraron lesiones pero comparado con el 

grupo control las lesiones no fueron tan frecuentes, y se encontraron localiZadas y de menor 

tama/'to (figuras 7.5, 7.6). El NL más afectados en este grupo fueron los cervicales profundOS, 

encontrando lesiones < 0.2 cm hasta > 0.1 cm en cinco animales. Seguidos por los NL 

traqueobronquiales donde tres animales presentaron lesión < 0.6 cm; y dos animales en NL 

mediastfnicos con un grado similar de lesión. Un SOlo animal tenia lesión en NL retrofaringeos 

medios y laterales, como también en el NL parotideo de tamaflo < 0.5 cm de aspecto 

ligeramente granulomatOlilO. En dos animales se encontró lesión de NL cervical superticial < 

0.5 cm. En la zona de inoculación, dos animales tuVieron lesión purulenta < 0.7 cm. 

Fig 7.5. NL ceM:;al prolll'ldo del animal 
No.12, grupo CFPE'+IFN-'(, con lesión. 

Ag.7.6. NL ceNical BUperficiaI del anlmal 
No. 22, grupo CFPE'+IFN-r, con lesión. 

En lo que corresponde al grupo 1, inmunizado con CFPE's de M. bovis, las lesiones 

fueron menos extensivas y de menor grado en los NL, la mayorTa de estos fueron muy 



localizadas, cercanas a la zona de inoculación y la lesión fue de IInfadenitls supurativa 

(figuras 7,7, 7,8), Solo un animal present61esi6n > 1 cm de diámetro en un NL, otro animal 

tuvo lesi6n en 5 Nl, 2 de estas < 0.7 cm y 3 lesiones < 0.3 cm. Solo un animal fue 

completamente libre y tres animales con m!nimas lesiones. Los NL afectados fueron los 

siguientes: 5 animales tuvieron lesión en NL cervicales profundos con un diámetro < 0,3 cm y 

solo uno > 1.0 cm. En 2 animales los NL retrofaringeos medios, presentaron lesiones < 0.5 

cm. En dos animales se observo lesi6n en NL retrofaringeo lateral con una lesión 

aproximada de 0.5 cm. Un animal con lesión en NL mandibular < 0,7 cm y en NL parotideo < 

0.3 cm. En un animal los NL mecliastinicos tuvieron lesi6n < 0.5 cm de diámetro y en NL 

traqueobronquiales mostr6 lesión < 0.5 cm. Solo un animal tuvo lesión en NL cervicales 

superficiales < 0.8 cm. Ningún animal mostró lesión en la zona de Inoculación. 

~ 

Fig 7.7. NL retrQfaringeo medial del animal 
No. 9, grupo CFPE'a, con lesiones de menor 
grado. 

Fig.7,6. NL mandbuIar del iPma! No.14, 
g~ CFPE'., con le8Iones de menor grado, 

El grupo 3, vacunado con BCG, fue el que menos lesiones mostró da todos los grupos 

(figuras 7.9, 7.10), encontrándose dos animales totalmente libres de lesiones, un animal con 

lesión solo en la zona de inoculación, un animal con lesión única en NL medtastinicos < 

0.7cm y otro animal con pequel'las lesiones en NL cervicales profundos y mediastlnicos < 0.3 

cm. y por último, solo un animal mostró lesión en los siguientes: NL retrofaringeos medios < 

1.0 cm, NL cervicales profundos> 1.0 cm y en NL traqueobronquiales y mediastinicos < 1.0 

cm. Los resultados a la necropsia Be muestran mas claramente en la tabla 7.3. 

F'og 7.9. NL medlaetirko del anImal No. lO, 
grupo BCG con moderada lesión. 
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Fig.7.10. Nl cervic:aI profundo det animal No. 
24, grupo BCG Ú'I ~ CQITIO la mayorla de 
los NL de eete grupo. 
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Tabla 7.3. Resultado a l. necropsia de la distribución de lesiones tuberculosa. macroocóplcas. 

+ 
++ moderadadamente lesionado 
+++ muy lesionado 
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8. DISCUSIÓN 

En la actualidad no se ha autorizado el uso de vacunas para el control de la TB, 

aunque se han logrado progresos importantes en la elaboración de nuevos tipos de vacunas. 

La principal causa de no implementar calendarios de vacunación se debe a que la mayoria de 

las vacunas experimentales no han podido ser completamente efectivas y algunas de éstas 

dan falsos posiUvos a la prueba de ID. En las últimas décadas se ha estudiado la eficacia de 

distintos compuestos inmunomoduladores, los cuales se han utilizado en el campo veterinario 

prinCipalmente para incrementar la resistencia a enfennedades. Sin embargo, aunque existe 

una lista cada vez mayor de diversos tipos de vacunas, hasta el momento ninguna ha podido 

ser superior a la BCG en modelos animales (88). 

Los resultados de este estudio proporcionan evidencia que la inmunización con 

CFPE's (grupo 1) Y BCG a bajas dosis (grupo 3), puede raducir el número y la severidad de 

'lesiones tuberculosas en ganado desafiado ron~. bov/s. Contra lo esperado, los animales 

Inmunizados con CFPE's más IFN-y, mostraron mayor número de lesiones que los animales 

de los otros dos grupos vacunado.s. Ninguno de los esquemas de vacunación previno al 100% 

la Infección, ya que en todos los grupos se encontraron animales con lesiones. Esto puede ser 

en parte debido a la dosis de desafio (10" UFC) mayor que una dosis natural infectante, lo , 
.que provocó que el grupo control mostrara lesiones severas semejantes a las que se 

encuentran en tuberculosis crónica o miliar. Sin embargo, dos de los animales del grupo 1 y 

uno del grupo 3 estuvieron libres de lesiones y la severidad de las lesiones en los demtls fue 

mucho menor que en los animales controles. Estos rasultados concuerdan con lo que ha sido 

reportado anterionnente para la BCG (11.83). 

Los niveles de IFN-y Y de anticuerpos fueron bajos post-vacunación. Se ha reportado 

en anteriores estudios de vacunación que la respuesta inmune no es necasaria para una 

mejor protección y se ha senalado la falta de correlación entre los niveles de citocinas post

vacunación y de protección contra TB (7Q). En lo que se refiere a la evaluación de los niveles 

de IFN-y, se muestra claramente como a la 17° semana post-vacunación, hubo un incremento 

en plasmas estimulados con PPD de M. bovis Y PPD de M. av/um, aunque los resultados 

muestran claramente como la respuesta fue mayor hacia M. av/um ó mlcobacterias atlpicas, 

por lo que se supone que el incremento fue debido al cambio de dieta que se realizó cercana 

a esta fecha, la cual posiblemente estaba contaminada con gallinaza, siendo ésta muy usada 

para balancear dietas de bovinos en el Estado de Méxlco. Estos resultados se ven reflejados 
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también en la prueba ID doble comparativa de los animales antes de desafiar, donde la 

mayorla muestran mayor tendencia hacia el PPD aviar, desgraciadamente los experimentos 

en campo están expuestos a estas variantes dfflclles de controlar. Pero previo a la 17" 

semana la producción de IFN-y, fue ligeramente mayor en el grupo vacunado con BCG, a 

diferencia de los otros grupos, y correlacionó en lo observado al desafio ya que este fue el 

grupo con menor número de lesiones. Basándose en esto, se pUede sugerir que a mayor 

prOducción de IFN-y post-vacunación, mayor será la inmunidad protectora hacia desaflos con 

M. bev/s. Es Importante mencionar que al realizar el análisis de varianza, en donde se evaluó 

el primer muestreo de los animales antes de vacunar, contra los siguientes muestreos de 

animales vacunados y desafiados de cada grupo Inmunizado. En la producción de IFN-y, el 

grupo 1 mostró diferencias significativas a (P < 0.05) a partir de la 5° semana post

vacunación, mientras que el grupo 2 y 3 mostraron diferencias significativas (P < 0.05) a 

partir de la 3° semana post-vacunación hacia plasmas estimulados con M. bovls. Ninguno de 

los grupos mostraron diferencias significativas (p.. < 0.05) en los plasmas estimulados con M. 

avium, hasta la 17" semana, en los cuales se observó la modificación de nuestros resultados. 

Se realizó la misma metodologla para el análisis de varianza para la prueba de ELlSA 

sensibilizada con CFPE's de M.bov/s y M. avium, y no se mostró en ninguna etapa de la 

vacunación o del desafio, que las DO tuvieran diferencias significativas (P < 0.05), entre 

antes de vacunar y después de vacunar. 

En cuanto a los animales Inmunizados con CFPE's más IFN-y, se observó una mayor 

respuesta de anticuerpos en los sueros, a partir de la 5° semana y hasta la 11 ° semana, los 

demás grupos Inmunizados no mostraron variabilidad en las DO diferentes entre antes y 

después de vacunar. Esto nos muestra que la respuesta humoral no tiene Influencia en la 

Inmunidad protectora hacia desaflos con M. bov/s, ya que el grupo 3 fue el que mostró menor 

grado de protección ó mayor numero de lesiones, de los tres grupos Inmunizados. Esto se 

puede atribuir al pradominlo de la respuesta de tipo celular en bovinos Infectados o vacunados 

en este caso, ya que para que la raspuesta humoral sea claramente refiejada es necesario 

que exista una gran cantidad de mlcobacterias y de antlgenos libres presentes en las 

lesiones que Induzcan la producción de antlcuerp05(80) y se considera que en la infección 

Inicial la carga bacteriana es baja, existiendo entonces un gran pradomlnlo de la raspuesta 

celular en la prueba de IFN-y; es por eso que en los resultados de ELISA se muestra cómo al 

final del desafió el grupo control es el que nos da mayor nivel de DO en promedio en 

comparación a los demás grupos. 
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El empleo de la prueba de ID, ha demostrado su gran utilidad para el control de la T8 a 

nivel mundial, sin embargo su sensibilidad y especificidad son bajas, como se muestra en este 

estudio, donde se observó que animales que no presentaron lesiones a la necropsia, fueron 

positivos a la prueba de tuberculina doble comparativa, como los animales 3, 7, 11, 16 Y 24, 

mientras que animales que fueron negativos a la prueba de ID corno el 2 y 17, tuvieron 

distribución de lesiones en diferentes NL. En particular el animal 2 mostró amplia distribución 

de estas lesiones, por lo cual se considerarla que estos animales serian una fuente Importante 

de infección. Es por eso que en la última década se ha sugerido Implementar més tipos de 

técnicas diagnósticas complementarlas a la ID, tales como la prueba de IFN-y, que es mils 

sensible que la técnica de ID ya que IFN-y mide directamente la CMI, mientras que la ID mide 

la hipersensibilidad tardla, aunque en este experimento todos los animales tuvieron DO altas 

en la prueba de IFN--y por haber estado desafiados directamente con M. bovis. También se 

sugiere el uso de la prueba de ELlSA para detenninar la presencia de anticuerpos contra 

CFPE's bovino, ya que en esta experimento los Qfllmales libres de lesiones tuvieron DO bajas 

en ésta técnica y el animal 17 tuvo DO > 0.45 (alta como para considerarse positivo). Esta 

prueba detecta animales anérglcos que no responden a la prueba de ID, en donde se 

establecen puntos de corte según la prevalencia de los halos, como ya se ha reportado 

anterlonnente (52). Esta técnica se puede complementar ademés con el uso de la peR, la cual 

es una prueba muy sensible y especifica, y que ayuda a delectar animales aparentemente 

sanos. 

La TB es una enfermedad aónlca y progresiva que merma la condición tlslca y 

productiva de los animales, siendo éste uno de los signos más caracterlsllcos de la TB, se 

evaluó la ganancia de peso para observar qué animales podrlan ser més afectaclos tras el 

desafió. Los animales del grupo 2, Inmunizados con CFPE's mils IFN-y, que fue el que mostró 

menor protección de los 3 grupos vacunados, fue el más afectado en ganancia de peso junto 

con el grupo control. Se observó que los animales del grupo 1 y 3, no fueron afectados en su 

peso, teniendo un buen peso final y mostrando conforme pasaban los dlas una ganancia de 

peso bastante aceptable, lo que representa una ventaja adicional pare el ganadero. 

Se sabe que la edad de los animales al momento de la Inmunización juega un papel 

aucial para tener una mejor Inmunidad prolectiva en ésta y otres enfermedades, esto se ha 

evidenciado en anteriores estudios realizados con la BCG en ganado (68~ En esta 
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Investigación, se observó que la mayorla de los animales inmunizados a una edad menor de 

14 meses no mostraron lesiones extensivas, ni de gran tamal'lo. 

Es importante mencionar que los animales experimentales no fueron sometidos al 

estrés constante caracterlstico de los bovinos productores de leche, como lo es la ordena 

diaria y los partos consecutivos, lo que origina una fuerte depresión del sistema Inmune. Por 

esto la TB, tiene mayor Incidencia o mayor faciMad de desencadenarse en los bovinos 

productores de leche, en comparación con los bovinos productores de carne, donde es 

menos probable la presencia de T8 Y seria importante desafiar a la propia vacuna a estos 

factores desencadenantes. 

La vacunación con BCG y CFPE's mostró eficacia en la proteCCión contra el desarrollo 

de lesiones extensivas a diferentes órganos, por lo que se considera que puede ser una 

herramienta Importante en el control de la TB.: ya que permitirla minimizar el Impacto 

económico que conlleva esta enfermedad y los riesgos de transmisión a la población humana, 

actuando como alternativa o complemento a otras medidas sanitarias de manejo, 

principalmente en zonas de alta prevalencia y en lugares donde es económicamente 

Imposible el sacrificio de animales. Actualmente se puede diferenciar por medio de PeR, 

aquenos animales vacunados que a la, prueba de ID den falsos positivos, ya que por medio de 

esta prueba se puede diferenciar fácilmente animales Infectados con M. bovls de campo de 

los animales vacunados con BCG o CFPE's. 
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9. CONCLUSIONES 

La vacuna de BCG a bajas dosis indujo una buena protección. La vacunación con 

CFPE's, produjo una protección aceptable, ya que las lesiones sugestivas a tuberculosis 

fueron observadas en NL cercanos a la zona de Inoculación, siendo más pequenas y más 

escasas en comparación al grupo control, con tendencia del NL a encapsutar las 

micobacterias, sin mostrar lesiones extensivas en otras partes del cuerpo. No existió un 

adecuado sinergismo entre el CFPE's e IFN"')', como se mostró en el grupo 3, a pesar de ser 

el IFN"')' pieza clave en la CMI, siendo éste fundamental para lograr una correcta protección 

contra la enfermedad. Se debe investigar los adyuvantes apropiados que estimulen una mejor 

respuesta Inmune en bovinos; e Incrementar el estudio de la Inmunologla hacia TB, para tener 

las bases claras para desarrollar mejores vacunas que confieran una protección adecuada. 

Los animales después de haber sido. Jl1munizados no mostraron alteraciones 

fisiológicas post-vacunación, ni mostraron reacciones indeseables en el sitio de apicaci6n. 

Después del desafio, los animales de los grupos 1 y 2 no mostraron afecciones fisiológicas, ni 

mucho menos pérdida de peso, que es una caracterlstlca muy común en bovinos al estar 

infectados con TB. 

Es importante tener conocimiento de las técnicas auxiliares para el diagnóstico de TB, 

asl como de la comscta interpretación de los resultados, para evitar diagnósticos erróneos y 

por lo tanto inadecuadas medidas de control, como el sacrificio de animales falsos positivos, 

que no muestran lesión alguna a la necropsia. En este estudio la prueba de ID, mostró tener 

baja sensibilidad y especificidad ante los desaflos con M. bovis. 
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10. ANEXO 1 DE REACTIVOS Y FARMACOS 

Reactivos 

Solución de pegado. Buffer de Carbonatos 0.06M pH 9.6 
Bicarbonato de sodio (NaHC03) 3.80 gr.1l1tro de agua destilada 
Carbonato de sodio (Na¡¡CÜJ) 1.93 sr./litro de agua destilada 

Solución de lavado. Buffer de fosfatos (PBS) 0.01 M pH 7.4 con NaCI y 
0.1% de Tween 20 
Fosfato di sódico hidrogenado (Na2HPO.) 1.10 gr Jlitro de agua desUlada 
Fosfato de sodio dlhidogenado (NaH2P04) 0.32 gr Jlltro de agua destilada 
Cloruro de sodio (NaCI) 8.5 gr Jlltro de agua destilada 
Tween 20 0.5 mlJlItro de agua destilada 

Solución bloqueadora. 3% de leche descremada en PBS y 0.1% 
Tween 20 
Fosfato dis6dico hidrogenado (NHiHPO.) 1.,10 gr.llltrode.agua destilada 
Fosfato de sodio dihldogenado (NaH2PO.) 0.32 gr Jlltro de agua destilada 
Cloruro de sodio (NaCI) 8.5 gr Jlitro de agua destilada 
Tween 20 0.5 ml.llitro de agua destilada 
Leche descremada en polvo 3 gr. para 100 mi 

Solución de revelado. Buffer de Citratos pH 4.5 
Ácido cltrlco (CeH8O,) 4.6 gr JlItro de agua destilada 
Citrato trisodio (Na3CeH507.2H20) 7.64 gr ./litro agua destilada 
Orto-fanilendlamlna 4 mgJ 10 mi 

Fármacos 

ErlclorT 

Tlanfenicol 20gr 
Ambroxol dorhldrato 3 gr 
Dipirona sódica 5 gr 
Vehlculo cbp 100 mi 

Formlclna 5 
Penicilina G procalnica 5000000 U.I 
EstreptomiCina base 625gr 
Trlpslna 78.125 U.I 
Ampolleta con diluyente estéril cbp 20 mi 
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Nuflor 
Florfenicol 300 mg. 
Vehlculo cbp 1 mi 

Parzen. Bovinos 10"10 C.S. 
A1bendazole 10 gr. 
Sulfato de cobaHo 1.5 gr. 
Selenito de sodio 250 mg. 
Vehlculo cbp 100ml 

Vadegol - Vitamina ADE 
Vitamina A 500,000 U.I. 
Vitamina D 75000 U.i. 
Vitamina E 100 U.i. 
Excipiente cbp 1 mi 

r:: 
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11. ABREVIATURAS 

BAAR 
BCG 
CFPE's 
CMI 
conA 
DVB 
ELISA 
GM-CSF 
HNO,¡ 
IBR 

ID 
IFN-y 

IL 
LAM 
rnAGP 

MIF 
NK 
NL 
NO 
N02 

OMS 
PBMC 

Pb 
PPD 
PRONABIVE 

RPMI 
SFB 
ST-CFPE's 
TB 
TCR 
Th 

TMB 
TNF 
UFC 
VIH 
VRSB 

Bacilo écldo alcohol resistente 
Vacuna del bacilo Cslmette-Guérln 
Extracto proteico de filtrado de cultivo 

Inmunidad mediada por células 
Concanavallna 
Diarrea viral bovina 
Inmunoensayo ligado a enzimas 
Factor de activación de colonias de granulocltos y monocltos 
Ácido nltrlco 
Rhlnotraqueitis infecciosa bovina 
Prueba de Intradennoreacclón 

Interferón gamma 
Interleuclna 

L1poarablnomanano 
Peptldoglicano 
Factor inhibición de migración 
Células asesinas natural 
Nódulo llmétlco 
Oxido nitroso 
Oxido n ftrlco 
Organización Mundial de la Salud 
Células mononucluares presentes en sangre periférica 

Paralnfluenza 3 
Derivado proteico pur1flcado 
Productora nacional de biológicos veterinarios 
Complet Roswall park memorlallnstltute 

Suero fetal bovino 
CFPE's obtenido en tiempo corto de creclmlento 

Tuberculosis bovina 
Receptor de células T 
linfocito T cooperador 

Cromogeno tetrametllbencldlna 
Factor de necrosis tumoral 
Unidades formadoras de colonias 
Virus de la Inmunodeficlencla humana 

Enfermedad respiratoria slncitlal 
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