UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

M—w u 'm;--v- e ):n'\ m-»-, _4,»-,1 P\-ALM TR biE s -—-»- n \u';r«».»—-\-ra-.a_".::~t- rwn»-a m—w-—v—-n -

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE CELULAR Y HUMORAL EN
BOVINOS INMUNIZADOS CON PROTEINAS DE FILTRADO DE CULTIVO
DE Mycobacterium bovis, INMUNOMODULADOS CON INTERFERON
GAMMA Y BCG CONTRA LA TUBERCULOSIS BOVINA”

T E S | s
QUE PARA OBTENER ‘EL TITULO DE:
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

P R E S E N T . A
JESUS PADILLA URBINA

ASESORES:
DR. FERNANDO DIAZ OTERO.
DRA. CAMILA ARRIAGA DIAZ.
M.V.Z. RAFAEL PEREZ GONZALEZ.

CUAUTITLAN {ZCALLI, EDO. DE MEX. 205

m.3405?|



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION 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 imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



.y‘n

Autorizo a Ia Direccién General de Bibliotecas de la
UNAM a difundir en formale electronico e impreso et
contenido de mi trabajo recepcional.

NOMBRE:

{ Depiron




LI R T R R R

laes v

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE LA ADMINISIRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO: VOTOS APROBATORIOS
U N.A:

ALY th{Al TN AL

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

ATN: Q. Ma. de! Carmen Garcla Miares
Jede de! Departamsnto de ExAimenes
Profesionales de la FES Cuaulitian

Con base en ela:tZBdeiReglamemonmldeExﬁnmaa, nospemuﬁmos comunicar a
usted querevlsamos la TESIS:

nj.zados con Erotainaa de f:.ltrado da gultivo gg !_izcoc:ggiymbgd_.g,
nmunomodulados con interfexrdn gamma y BOG contra lm tubarculosis : o

bovina
que presenta __ el pasante’ _ Jeadg Padilla Urbima
con ndmero de cuenta: _ 950263%-8 - para obtener ef tilo de ! N

Médico Veterinario Zootecpigta

i
Considerando que dicho trabajo retne los requisitos necesarios para ser discutido en el
EXAMEN PROFESIONAL commespondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO,

ATENTAMENTE
“POR Ml RAZA HABLARA EL ESPIRITU"

Cuautitian Izcalii, Méx. a_30 de Septiembre de _2004. |/
PRESIDENTE MVZ. Heriberto Contreras Angeles (
VOCAL - MVZ. Rafael Pérez Gonzhlex

SECRETARIO MVZ. Blanca Rosa Moreno Cardent

PRIMER SUPLENTE ,EVZ' Remdn Gonzhalez Pacheco

SEGUNDO SUPLENTEMVZ. Rigoberto HernAndex HRernandez z “ﬁ‘ -




DEDICATORIAS

A MI QUERIDA HADRE

Mara Elena Urbina M. como agradecimiento y
fomenage a su smor, sscrificios, @ su permanente
confianza en miy por damne su apoyo para que yo
pudiera alcanzar una de mis metas. Te dedico este
trabajo y nd profesibn con todo mi amor, respeto y

admiracién,
A MIS HERMANOS
Luis Y Rjcardo por su apoyo incondicional y
porgue sizmpre fie podido contar con ustedes en
cualguier momento
A MI MASCOTA

Loba, en memoria a un ser tolvidable en mi vida,
por damos tonias alegrias a mi y mi famiha por
ficber sido mi gran compesiera entrafiable dr mi
tnfancia, adolescencia y fiaber influido positivamente
en mi aun en mis estudios profesionales.



El trabajo desarrollado a continuaclén se realizé en & laboratorio de Inmunologla del Centro
Naclonal de Investigaciones en Microbiclegla Veterinaria (CENID-Microbiologia) del INIFAP. Como
parte de las Iinvestigaciones del proyecto 'Evalua__cibn de la inmunidad protaciora contra la
tuberculosis bovina empleando BCG y extracto protelco de fittrado de cultive™. Este proyecto fue
financiado con recursos de los proyectos D43244-Z y G-34799-B del CONACYT



AGRADECIMIENTOS

»

Y ¥V VvV V¥ v

v

A todos los que de una u otra forma ayudarcn a la realizacion de este trabajo, en especial al
Dr. Fernando Dlaz Otero, por su gran apoyo y darme la oportunidad de colaborar con él, para
la elaboracidn de éste proyecto de investigacidn, gracias por su ensefianza y amistad.

M.V.Z. Rafael Pérez Gonzalez, por su gran apoyo y amistad en todos estos afios, ademés de
tu gran influencia en mi formacién profesional.

Dra. Camila Arrfaga Diaz, por su confianza y apoyo econdmico.

Al M. en C. Dante Gonzalez, por su colaboracion tan valiosa en este trabajo y por su agradable
amistad.

Al Q.F.B. Juan Jiménaz, por todas aquefas vaces que me apoyaste para realizar este trabajo.
Dr. Fernando Diosdado, por su gran ayuda pare la realizacién del analisls estadlstico.

M. en C. Laura Jaramillo, por todas sus atenclones y colaboracitén en todo aste proyecto.

A la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnla — UNAM, por la donacidn del Inéculo
bacteriano de la cepa alslada de campo de M. bovis.

A mis sinodales por su msjor disposicién para ia presents tesis.

AlaUNAM y FES-C, por la oportunidad de realizar mis estudlos de bachillerato y
profesionales, y permitirme ser parte de esta gran institucién.



INDICE GENERAL
Resumen

1. INTRODUCCION.
1.1 Caracteristicas de las Micobacterias
1.2 Epidemiologia
1.3 Patégenia
1.4 Inmunidad
1.4.1 Perfil de citocinas
1.4.2 Anergia
1.5 Diagnéstico

2. VACUNAS
2.1 Extracto proteico de filtrado de cultivo de Mycobacterium bovis
2.2 Vacuna de la cepa de M. bovis del bacilo Calmette-Guerin (BCG).
2.3 Interferdn-y como inmunomodulador

HIPOTESIS
OBJETIVO GENERAL
OBJETIVOS PARTICULARES

. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales de estudio

6.2 Diseflo experimental

6.3 Interferén gamma bovino recombinante como inmunomodulador

6.4 Vacuna del Bacilo Calmette-Guerin (BCG)

6.5 Obtencion de extractos proteicos de filtrado de cultivo de M. bovis y
M. avium (CFPE’s)

6.6 Prueba de intradermorreaccion (ID)

6.7 Prueba de interferén-y (IFN-y)

6.8 Prueba de inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA)

6.9 Preparaci6n del inoculo bacteriano

6.10 Desafio

6.11 Inspeccién post-mortem

6.12 Andalisis estadistico

S ovos W

7. RESULTADOS

8. DISCUSION

9. CONCLUSIONES

10. ANEXO DE REACTIVO Y FARMACOS
11. ABREVIATURAS

12. BIBLIOGRAFIA

~1 h W N

1]

15
16

18
19
2]
23

25
25
25

26
26
26
27
27
27

28
29
30
31
32
32
32

33
47
51
52
54
55



RESUMEN

El objetivo fue. evaluar el grado de proteccién conferida por el empleo de la vacuna BCG, 6 el
extracto proteico de filtrado de cultiva (CFPE's) de Mycobacterium bovis contra la tuberculosis
bavina; asi como el efecto inmunomodulador del intarfern-gamma (IFN-y), en la respuesta de
bovinos vacunados. Para lo cual sa utllizaron 24 becerras Holstein de 8-16 meses de edad,
negativas a las diferentes prusbas de diagnéstico {tuberculina, IFN-y, ELISA y PCR), divididas
en cuatro grupos (seis animales cada grupo). El primer grupo vacunado con CFPE's de M.
bovis; el segundo grupo con CFPE's mas IFN-y; el tercero con la vacuna BCG cepa Pasteur; el
cuartc grupo fue control sin inmunizar. Posteriormente se revacunaron a los 21 dlas y a los 6
meses se desaflaron intratraquealmente con 10° UFC de una cepa de campo. A los 6 meses
post-desaflo se sacrificaron para evaluar el grado de lesiones. La respuesta iInmune celular se
monitoreo por intervalos de 21 dias mediante la produccién de IFN-y, en cultivo de células
estimuladas con PPD de M. bovis y M. avium; para evaluar la respuesta humoral se efectué un
ELISA comparativo empleando CFPE's de M. bovis y M. avium. Se realiz6 la prueba de
tuberculina previé al desaflo y antes del sacrificio a todos los animales. Con respecto a la
produccion de IFN-y, los animales vacunados con BCG, mostraron los niveles mas elevados,
gue el resto de los grupos, aunque al realizar ef anélisis de varianza los trés grupos vacunados
mostraron diferencias significativas a (P < 0.05} hacia plasmas estimulados con M. bovis,
mientras que, los plasmas estimulados con M. avium mostraron diferencias significativas hasta
la 17° semana en los grupos vacunades. En relacion a la réspuesta humoral el grupo
inmunizado con CFPE's mas IFN-y manifestd una mayor respuesta de anticuerpos a M. bovis,
en estd prueba no se mositré en ninguna etapa de la vacunacién o desafio diferencias
significativas a (P < 0.05). Los resultados de la prueba intradémmica comparativa antes del
desafio, muestra que dos animales del grupe de BCG fueron reactivos al PPD bovino; de! grupo
CFPE's solo uno fue; del grupo CFPE's mas IFN-y uno fue sospsechoso y del grupo control uno
fue reactiva. Posterior al desafio la generalidad de los animales fueron reactivos al PPD bovino.
Los animales del grupo de BCG, mostraron una disminucién significativa en nimero y severidad
de las lesiones respecto a los animales no vacunados; dos animales no mostraren ninguna
lesién. También en animales Inmunizados con CFPE’s y los vacunados con CFPE's mas IFN-y
presentaron disminucién aunque en menor propercion. Los animales del grupo control
mostraron mayor nimero y extension de lesiones. Por tanto, la vacunacion empleando la BCG o
el CFPE's podria ser una excelente herramienta a considsrar contra la tuberculosis bovina, que
puede coadyuvar en el control y erradicacién de ésta.



1. INTRODUCCION

La tuberculosis bovina {TB) es una enfermedad infecto-contagiosa de curso cronico y
progresivo, donde Mycobacterium bovis es el agente causal especifico de la tuberculosis del
ganado vacuno. Se caracteriza por la formaciébn de leslones granulomatosas en diversos
drganos, que mermman la condicién fisica y productiva, causando perdidas econdémicas de
consideracion. Los humanos, becerros y cerdos pueden contagiarse de tuberculosis bovina
cuando ingieren leche cruda (no pasteurizada), proveniente de vacas enfarmas ),

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
inmunolégico. En los bovinos se refaciona con estados de estrés prolongados, muchas veces
debidc a sus caracteristicas de producclén, esto hace mas susceptible a las vacas lecheras a
desarrollar tuberculosls )

Esta enfermedad figura dentro de la lista B de [a Oficina Internacional de Epizootias, lo
que indica que es considerada como importante por sus repercusiones sociocecondémicas o de
salud publica, y también por su incidencia en el comercio internacional de animales a

productos de origen animal por su presencia de TB

Estudios realizados indican qus la fauna silvestre es una fuente importante para que se
de ! contagio. Se puede contraer la enfermedad por ingerir leche de sus madres infectadas,
pero la via mas comun de infecclén es a fravés de la inhalacién del microorganismo (),

En Méxlco uno de los principales problemas que enfrentan las cuencas lecheras, es o!
elevado indice de animales con tuberculosis; con prevalencias que van del 2% al 24%, lo que
representa una gran merma econdmica para al productor por el sacrificio de animales ),

La vacunacion puede llegar a convertirse en un Instrumento practico para luchar contra
la tuberculosls bovina, en paises donde no pueden costear programas clasicos de control o
puede resultar econdémicamente imposible llevar a cabo un programa de pruebas sistémicas y
sacrificlo de todos los animales infectados. Existen ahora modelos de confrontacidn, elaborados
para ensayar poslbles vacunas en muchas especies domésticas y salvajes, que se estin
dtilizando para evaluar vacunas contra la tuberculosis. La mayeria de los estudios para
determinar la eficacia de esas vacunas en los animales, se han concentrado en el uso de la



vacuna BCG (bacilo de Calmette y Guérin), que es una cepa atenuada de M. bovis. Los
recientes avances en e campo de la inmunologla y la biologia molecular micobacteriana, han
ampllado mucho el reperiorio 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
protelcas y las de Acido desoximibonucleico recombinante. Sometidas a prueba en pequefias
especies, varias de esas vacunas han ofrecido ya resultados prometedores (s

1.1 Caracteristicas de las Micobacterlas

Las micobacterias se han clasificado en el orden Actinomicetales; en donde M. bovis es
parte del complejo de M. tuberculosis. Los bacilos son ligeramente curvados, alrededor de 2 a 4
wm de largo por 0.2-0.5 de ancho, son aerébicas obligados, acido alcohol-resistentes, pueden
tefiirse como Gram positivos, pero toman la tincién débil e irregular, por lo que no son
clasificados como Gram posttivo y se consideran tradicicnalmente diferentes del resto de las
bacterlas, debido a su estructura y composicién quimica particular de la pared. Las cepas
difieren en su tendencia para crecer como bacilos aislados o como largas hebras lamadas
cordones (g,

Las micobacterias se caracterizan, por tener una pared celular completamente diferents
a las restantes eubacterias; las paredes contienen un elevado contenido de lipidos (hasta del
60%), gue las hacen Impermeables a los agentes hidrofilicos, por lo tanio estos
microorganismos no se tiflen adecuadamente con los reactivos utilizados en la coloracién de
Gram, Las micobacterias son tefiidas adecuadamerite por el método de Ziehl-Neelsen, que
utiliza como solucidbn decclorantse una mezcla de etanol y éacido cdlorhidrico. Estos
microorganismos una vez coloreados son resistentes a la decoloracidn acido-alcohdlica y por
es0 se denominan bacllos acido alcohol resistente (BAAR).Los microorganismos de este género
contienen una membrana citoplasmatica formada por una bicapa lipldica similar a las restantes
eubacterias. Por encima de esta membrana se encuentra el rigido peptidoglicano (mAGP) con
diaminopimelato, del cual gran parte esta adherido al polisacarido; estos que incluyen el
glucano, manano, arabinogalactano y arabinomanano, se encuentran también en los filtrados de
cultivo; que contiene N-glucollimuramico en lugar de N-acetilglucosamina Por medic de una
unidn fosfodiéster, el peptidoglicano se halla unido covalentemente al arabinogalactano, un
polimero de arabinosa y galactosa. En la porcién mas distal y externa de los arabinogalactanos
se hallan fijados los acidos micdlicos que tienen cadenas carbonadas largas (CE0 a C90). El
lipoarabinomanano (LAM) es un compussto que se halla anclado en la membrana



citoplasmatica. El LAM es considerado como el equivalente micobacterianc del lipopolisacéarido
de las bacterias Gram negativas dsbido a que provoca una importante respuesta antimicrobiana
en macréfagos. En las cepas de micobacterias mas virulentas, la arabinosa terminal del LAM
estd recubierta con residuos de mancsa {manLAM), a diferencia de las cepas no virulentas.
Ademas, el LAM también podria servir como poro para el paso de los nutrientes a través de la
pared celular. En la pared celular también se encuentran proteinas Inmunoreactivas que son

utilizadas con fines diagnésticos. (figura 1)7s,.;.

Glucolfplcos

Pared |
Cetular

Fig. 1. Esquema de las envolturas de una eubacteria Acido-Alcohol Resistenta )

El mAGP es un fuerte inmunégeno, pero se desconoce mucho acerca de sus
interacciones con las células del hospedero y por otro lado, se ha especulado que éste proves
una barrera protectora al paso de las drogas (1), EI LAM exhibe un amplio espectro de funciones
inmunoreguladoras, entre las que se encuentran la activacion de las células T, inhibir la
activacién de los macréfagos mediada por el IFN-y, asl como la actividad de la protelna quinasa
C; también estimula {a producciéon de citoguinas por los macréfagos, las cuales provocan
muchas de las manifestaciones clinicas de la tuberculosis (11). Los glucolipidos y las protelnas se
ubican en la capa externa firmemente adherida a la pared y esta ubicacién externa del lipido
es la responsable del caracter hidréfobo de las células.

Su crecimiento puede ser en medios sintéticos simples, con glicerol u otros componentes
como Unica fuente de carb6n y con sales de amonio como fuente de nitrégeno. El crecimiento
del bacilo de la tuberculosis en los medios de cultivo ( ¥ en los animales), es generaimente



muy lento, en medios ricos, €l periodo mas corto de duplicacion 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 minimo, las micobacterias saprofitas crecen mas rapidamente, pero no tanto como la
mayoria de las bacterias (que tlenen tiempos de duplicacidén de hasta 20 min.) 2,

1.2 Epidemiologia

La tuberculosis es una de las enfermadades Infacciosas mas diseminadas del mundo,
siendo el agente causal el Mycobacterium tubsrcufosis. La Organizacidn Mundial de la Salud
{OMS), estima que en humanos su incidencia y mueries de 1990 a 1999 son de 88 millones y
30 millones, respectivamente, (donde el 8% de estos son reportados en el continents
Americano) con muchos casos en ciudades subdesarrolladas. (13,14, En Europa y Norle de
América de 0.5% a 1.0 % de casos de tubsrculosis humana se estiman que son el resultado
de infacciones por M. bovis. En pafses en los cuales la TB es aln comin, un estimado de 10
a 15% de casos humanos de tuberculos-i‘s son causados por M. bovis En paises
industrielizados donde si hay programas de control y erradicacién de la TB y junto con la
pasteurizacién de la leche se observa una reduccién drastica de la incidencia de la
enfermedad causada por M. bovis, siendo esta responsable del 1 a 6 % de los casos de
tuberculosls humana (s, 1e).

La tuberculosis en humanos es mas oportunista en personas infectadas con el virus
de la inmunodeficiencia adquirida (VIH), la inmensa mayoria de personas portadoras de la
infecciébn viven en ciudades subdesarrciladas sin embargo ambas Infecciones se han
reportado en todo el mundo; siendo la tuberculosis una serla amenaza de Salud Publica de

psrsonas an riesgoe (17,

Una de las razones del porque no se ha logrado la emradicacion de TB en paises
industrializados, ha sido la existencia de reservorios de vida libre, que varia encrmemente de
acuerdo al &rea geogréfica (g,

A nivel nacional el control de la TB, sa encuentra dirigida por la Direccibn General de
Salud Animal, dependencia adscrita a la Secretarfa 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 carmne 2.9%. En el 2002 México contaba con 30,702,115 de cabezas de ganado
bovino, de las cuales el 10% corresponden a bovinos productcres de leche y el 90%,



corrasponden a hovinos productores de carne. En este aflo, el Serviclo nacional de sanidad,
inocuidad y calidad agroalimentaria (SENASICA), informé los casos y focos reportados tanto
en bovinos como en humanos (cuadro 1), ademas se indican las medilas de conirol

recomendadas por esta dependencia de la SAGARPA (1),

Cuadro 1: Informacion de casocs repottados.

Casos de tuberculosis
Tuberculosis bovina (SENASICA) an humanos
Focos|| Casos|| Muerlos Medidas de control 15622

» Sacrificlo sanitario parcial El nimero de casos

» Deciaraclén obligatoria reglstrados corresponde a

» Rastrea diferentes bacterias y no
bovj| 2258 3286 0 » Vigllancia Epidemiologica exclusivaments a M. bovis.

¥ Cuarentena

» Seguimiento epldemioldgico

» Zonificackon e

La TB solo se encuentra en etapa de emadicacion en 7 esfados de la Replblica,
principalmente en los estados del norle del pais y mas recientemente en la peninsula
Yucatan, en los demés estados se encuentra en stapa de control sanitario* {figura 2)s).

Flgura 2: Avances da las campafias sanitarias contra la tuberculosia bovina

CAMPANA NACKIMAL CONTRA LA
TUBERCULOSIS BOVINA

NOMOW-TOOI 98
Publicads D.C.F. of § de marzode 1596
MoaNiceda o 2T ok ngowto dt 1988

Nota (*): Ermadicacion: Etapa en los estados en donde la enfermedad no se ha presentado por un afio.
Control: Etapa en los estados en donde se manifiesta la enfermedad, debléndose aplicar procedimientos sankarios

(o)



1.3 Patogenia

Las micobacterias penefran en el organismo por inhalacion o ingestion, en el caso de
la inhalacion, siendo la via de entrada mé&s comin, las gotas de secrecion respiratoria de 1 a
5 pm de didmetro, se inhalan y llegan a los alvéolos o sobre las mucosas de la faringe o del
intestino (20, La infeccion por ingestion tamblén es posible, en las praderas a través de la
contaminacién por heces del pasto, del agua de los bebederos colectivos o de los
pesebres;.

Una de las formas tipicas de Infeccion es a través de [a toma de leche, en zonas
endémicas, pero la Infacclén mamaria solo aparece de manera tardia en la evolucidn de la
enfermedad y es menos frecuente en palses con programas de control mas avanzados. Otras
vias infrecuentes de trasmislén, son la infeccion intrauterina durante el coito, el empleo de
semen infectado o de pipetas uterinas de inseminacion infectadas v la Infeccitn intramamaria
por el empleo de sifones de ordefio contaminados o de copas infectadas en las maquinas
ordefiadoras. También se han registrado casos de trasmision, cuando el personal del establo
con tuberculosis genitourinaria orina en los establos o,

Se sabe que la mayor pa;'te, sl no toda, la patologla asociada a la enfermedad se debe
a una respuesta inmune de tipo celular y un proceso inflamatorio exacerbagdos s (diagrama 1),
Cuando la miccbacteria consigue llegar al alveolo pulmonar, se produce una ligera reaccion
inflamatoria en la que predominan los polimorfonucleares, estas células son rapidamente
sustituidas por macréfagos alveolares que los fagocita, al principio le suministra el ambiente
nutricional que necesita dentro del fagosoma, donde el bacilo sobravive y se multiplica ).
Los mic6sidos como los fosfolipidos protegen a los bacilos frente a la destruccitn de los
fagocitos. Los demas lipidos son capaces de producir‘ granulomas Yy, junto con las tubérculo-
protefnas, favorecan la respuesta alérgicas mediadas por células, distintivo central de la
tubarculosis 35, Estos macréfagos fienen poca capacidad para emadicar al hacilo en las
etapas iniciales, quiza por que su funcion sa ve interfarida por varios factores, estudios
indican que el bacilo puede inhibir la fusidbn fagolisosoma y que los patrones de fusién de los
macrdfagos infectados con el bacile virulento, es afectado por la presencia 0 ausencia de
componentas serologicos en el momento de la infeccidn ¢, ademas diversos componentes
de la pared celular de la micobacteria le pemmite escapar de la destruccién Inducida por la
defensa del organismo. En primer lugar, el factor cordonal, un giucolipido de la supsrficie



que hace que la micobacteria crezca in vitro en cordones con configuraciones de serpentinas
y solo lo presentan las cepas virulentas. La virulencia esta dada por la capacidad de formar
cordones. Este factor inhibe la migracion de los leucocitos e induce la aparicién del
granuloma. En segundo lugar, el LAM tiene una estructura similar a la de la endotoxina de
las bacterias Gram negativas, que inhibe la activacién de los macrofagos por el interferdn-
gamma (IFN-y) hace que el macréfago también secrete el factor de necrosis tumoral tipo alfa
(TNF-a), ocaslonando fiebre, perdida de pescs vy leslon tisular, en el caso de interfeucina-10
{IL-10}, suprime la proliferacion de células T inducida por la micobacteria. En tercer lugar, el
complemento activado en la superficie de la micobacteria, puede dar lugar a la opsonizacién
de la micobacteria y facllitar su captacién por el receptor CR3 del complemento existente en
los macréfagos (integrina Mac-1). Asi la micobacteria ocupa una posiclén intracelular en los
macréfagos, con -lo que aumenta la resistencia microblana y en humanos dificulta la
quimioterapla. En cuarto lugar, prasenta una proteina de choque térmico que es intensamente
inmunogénica y puede desempafiar un papel importante en las reacciones autoinmunitarias,
el cual consiste en que los fagosomas que no son acidificados en los lisosomas y no puede
por consiguiente degradar a la micobactaria o7,

En animales no expuestos, la multiplicacién locat tiene lugar cuando los macréfagos
prasentes, ingieren a los microorganismos. La resistencia a la destruccién por las fagocitos,
permite su muliplicacion continua. Alrededor del foco los microorganismos se multiplican y se
desarrolla una respuesta inflamatoria en la que intervienen los macréfagos de gran tamafic.
lLas células hospedadoras infectadas y las bacterias, alcanzan los nddulos linfaticos
reglonales, en los que continGan tanto la multiplicacién de los baclles, como las respuesta
inflamatorias. Transcurrida la primera semana, las reacciones inmunes mediadas por células,
empiezan a modificar la respuesta del hospedador, una reaccidn esencialmente por cuerpos
extrafios pasa a ser una reacclon tipica de los granulomas infecciosos. Los macréfagos
infactados secretan IL-12, una citocina responsable de la activacion de linfocitos CD4(TH1)
que producen [FN-y, factor de activacién de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF) y
el factor de inhibicion de migracion (MiF); que atraen y activan macréfagos. Activados los
macréfagos, adguieren la capacidad de fagocitar o destruir a la micobacterla, esta eficiencia
por o tanto depende de la adecuada respuesta inmune y de la virulencia de la bacteria.
Cuando los linfocitos CD4 TH1 son estimulados como también los linfocitos TyS, lisan la
micobacteria contenida en los macréfagos. Una vez que el macrdfago es reconocido como
infectado, es probable que ambos incrementen la expresidn de proteina por al macréfago



infectado. Entre los macréfagos aparecen células epiteloides y un tercer tipo de poblacion
celular son las celulas Gigantes de Langhans z).

Las células T activadas por las micobacterias, interactian con los macréfagos en 3
formas: en primer lugar, las células T cooperadoras CD4+ secretan IFN«y, que activa a los
macréfagos para producir una destrucclon intracelular de las micobacterias a través de
intermedios de nitrogenados como oxido nitrosc (NO), oxido nitrico (NO;) y acido nitrico
(HNO,). Segundo, las células T citotoxicas CDB", destruyen los macréfagos infectados por las
micobacterias y asf destruyen también las micabacterias. Tercero, las células T dablemente
negativas (CD4 y CDB), lisan a los macrofagos sin destruir a las micobacterias. En
consecuencia aparecen macréfagos mas competentes, que inhiben la multiplicacidn
intracelular de las bacterlas al fragmentarse los macréfagos, gue dificultan la multiplicacién
bacilar, engloban a las micobacterias y limitan su crecimiento. La lisis de los macrdfagos da
lugar a la formacion de granulomas caseificanteg (reaccién de hipersensibilidad retardada) (),
dos semanas mas tarde comienza la cakcificacion de la lesién, al centro aparece una necrosis
caseosa. El foco necrftico iniclal queda rodeado por tejido de granulacién, macréfagos y
linfocitos. Aparecen los fibrocitos y por ultimo una capa fibrosa rodea al tubéreulo. En el
ganado vacuno e 90% de los casos, las lesiones pulmonares se encuentran en los lébulos
caudales pp 23, '

En la primoinfeccion, el bacilo siempre se disemina a partir del sitio inicial, a través de
los vasos linfaticos a los nddulos linfaticos regicnales. Los bacllos se pueden diseminar mas
lejos y alcanzar el conducte toracico y la sangre, medio que a su vez disemina los bacllos 'a
todos los 6rganos (distribucion miltar) ag). Se conocen dos formas de Infeccion tuberculosa: la
primera correspende a la primoinfeccién por el bacllo, la que se ha explicado anterlormente
Y la secundaria o de reactivacion, que es el resultado de la reinfecclon exdégena o de la
reactivacion de la Infeccion primaria. Los granulomas de la tuberculosis secundaria suelen
localizarse en el vértice de fos pulmones, aunque también pueden estar disaminados en
medula ésea, meninges y ofros ¢rgancs. Estos granulomas no consiguen detener la
expansién de la infeccién, son la causa principal de la lesion tisular en la tuberculosis y
reflejan una hipersensibilidad de tipo retardada. Los rasgos caracteristicos de la tuberculosis
secundaria son la presencia de necrosis caseosa y de cavidades, gue al romperse en los
vasos sangulneos, extienden la micobacterla por todo el organlsmo y cuando se abren las
vias respiratorias fiberan micobacterias infecclosas en aerosoles (3,
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1.4 Inmunidad
1.4.1 Perfil de citocinas

Durante la respuesta inmunitariz en la tuberculosis participan una gran cantidad de
poblacicnes celulares, y una amplia red de mediadores solubles, el éxito en la eliminacién del
bacilo, depende de una comrecta integracién de las defensas del hospedador hacia
Infecciones intracelulares, involucran una respuesta inmune innata asi como una inmunidad
adaptativa mediada por células (3

Una vez que el bacilo flega a pulmodn, se inicia una serie de mecanismos destinados a
su eliminacién. Se han descrito cuatro posibles consecuencias durante el praceso infeccioso:
a) la respuesta puede ser efectiva conduciendo a Ia eliminacidn y muerte de! bacilo, el
individuo jamas desarrollara tuberculosis clinica; b) la micobacteria no es eliminada totaimente
y empleza a multiplicarse inmediataments causando tuberculosis primaria como manifastacion
clinica; ¢) el sistema Inmunitado puede impedir el crecimiento del bacilo sin causar
eliminacién total, este puede sospecharse con la positividad a la prueba intradérmica de PPD
y, d}) los microorganismos que han estado latentes, eventualmente vuelven a muttiplicarse
causando reinfeccidn (za,

Las micobacterias, dentro de las células fagocfticas, son capaces de evadir la
respuesta humoral y mantener viabilidad por largos perlodos de lempo. Las células T toman
parte en la activacion y regulacién de los macréfagos, y subsecuentemente en el control del
crecimiento micobacterianc. La respuesta TH1 que constituye la respuesta inmune protectora
contra M. bovis, es mediada por celulas T CD4 secretando IL-2 e IFN-y, algunas células T
CD4 se diferencian y se conviertan en células T de memoria de larga vida. En {a inmunidad
antimicobacteriana estan involucrados diferentes grupos de células T, incluyendo las células
T CD4 alfa/beta, las células T CD8 alfa/beta y las células T gamma/delta (Ty8) (s,

' En la respuesta inespecifica contra la TB, las célutas implicadas en limitar y eliminar al
bacilo son los macréfagos, los cuales han sido reclutados por citocinas proinflamtorias como
TNF-a, IL-1, IL-6 y por quimiocinas. Estas moléculas son producidas por células epiteliales,
endoteliales y macréfagos alveolares. Las citocinas proinflamatorias regulan la expresion de
moléculas de adhesion como CD54 (ICAM-1), CD106 (VCAM-1) Y CD62-E (selectina E) en el
endotelio y leucocitos, favoreclendo la migraclon de leucocitos circulantes al sitio de la lesién

@5).
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Las quimiocinas inducen la migracion direccional de los leucocitos, regulando la
adhesion celular, el trafico y la activacion, en la fase temprana de la infeccién. La IL-8 atrae
neutréiilos, slendo la funcidn de éstos contener a las micobacterias evitando su diseminacion,
mientras son sustituidos gradualmente por macréfagos activados. Otras quimiccinas (MCP-1,
MIP-1a, RANTES, IP-10,I-TAC), dirigen la migracién de monocitos y linfocitos para la
formacion del granuloma, el cual tiene la finaiidad de restringir el crecimiento bacilar.
Tamblén pueden dirigir a los linfocitos cooperadores (CD4%), hacia los sitios donde se esta
Iniciando una respuesta de hipersensibilidcad retardada que culmine con la formacién del
granuloma. Las quimiocinas son quienes regulan la hipersensibilidad retardada en la
tuberculosis, diferenciando este tipo de respuesta de la inmunidad mediada por células, es
decir, las que participan en la prevencién de la diseminacldn del-bacilo, favoreciendo la
migracién y activacion de las células fagoclticas circulantes. Dirigiendo ademés, la migracion
de los Iinfocitos T CD4" Th1 (3s). -

Otras citocinas favorecen la respuesta de linfocitos T CD4+ Th1, como la IL-12 y la
IL-18, producidas por los macrofagos reclutados y activados, induciendo la produccion de
IFN-y en las células NK (natural Killer); estas cltocinas Incrementan la actNidad cltotébxica de
las células NK. Estas células comparten con los linfocites TCD8+ enzimas como granulisina
granzimas y perforinas, que al ser liberados Inducen la lisis de Ia célula blanco 37,

También se ha observado que la micobacteria puads entrar a los macréfagas a través
de los receptores para las fraccionas CR1 y CR3 del complemento, sugiriendo que la ruta de
ingreso, puede infiuir en el curso de los eventos posteriores a la ingestidn del bacilo por los
-macrofagos, dando como resultado falla en la fusidn del fagolisosoma o una inapropiada
explosion respiratorla y otros mecanismos cltocidas. En general, se cree que la muerte e
inhibicion del crecimiento de los patdgenos ntracelulares dentro de los fagocitos
mononucleares son dependientes de la fusidn del fagolisosoma, debido a que en este
organelo existen enzimas hidroliticas que actian dptimamente en un pH acldo (4.5-5.0) (s,
Pero el bacilo, por su capacidad de producir cantidades significativas de amoniaco, puede
evadir el ambiente toxico dentro de la vacuola lisosomal, inhibiendo el fagolisosoma y
disminuyendo la potencia de las enzimas intralisosomales via alcalinizacidn. Dos enzimas que
pertenecen al metabolismo del amonfaco, la ureasa micobacteriana y la glutamino-sintetasa,



han sido asociadas a la interrupcion de la fusi6n fagolisoscmal y a la sobrevivencia
micobacteriana ().

E! control inmunoldgico de la infecclén por M. bovis, esta basado en una respuesta de
células T tipo 1 (TH1). La proteccién inmunitaria especifica contra M. bovis se inicia tras la
activacion de linfocitos T CD4*, capaces de secretar IFN-y, pero existen otras subpoblaciones
celulares involucradas durante fa infeccion por tuberculosis como linfocitos T CD8" v linfocitos
Ty5;, que estan involucrados en la respuesta temprana, proveen una rica fuents de
quimiocinas y tamblén secretan IFN-y @p),

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 proteccién contra tuberculosis y es caracterizada por liberar de las
células T numerosas citocinas principaimente~IL-12 @ IFN-y. Inversamente la respuesta
inmuna de tipo 2 es asoclada con la respuesta humoral y no hay proteccion en contra de la
tuberculosis. Este tipo de respuesta se caracteriza por células Th-2 produciendo IL-4, IL-5 e
110 ey,

Los linfocitos T CD4* encabezan la respuesta inmunitaria protectora a través de tres
mecanismos: el primero, es el reconocimiento de los antigenos de la micobacteria mediante
los receptores de células T (TCR) en el en el contexto de la molécula de histocompatibilidad
mayor (MHC) clase I, asl los linfocitos T CD4" antigeno especifico, inician el segundo
mecanismo el cual es la activacion celular. El tercer mecanismo es la fase efectora, que
consiste de un patrén especifico de citocinas. Asl, la subpablacién Th1 producira grandes
cantidades de IL-12, TNF-B(linfotoxina) e IFN-y, promoviendo la respuesta Inmune celular y
la aclivacion de macrifagos. Ademas, esta respuesta induce la activacién y proliferacién de
linfocitos Tyd ().

El IFN-y es clave en la infeccion por M. bovis. Esta citoclna es producida por células
CD4 y CD8 y por células NK durante la infacclon tuberculosa; se ha reportado la produccién
de IFN-y dependiente de IL-12 en los macrtfagos alveolares Infectados. En individuos con
deficlenclas en los genes del IFN-y, de! receplor del IFN-y.estdn en riesgo de padecer
infecciones micobacterianas graves 3, Se ha demostrado que el IFN-y puede ejercer su
accion a través de los productos de los genes Nramp (natural resistanse assoclated
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macrophages protein), esta protelna transportan nitritos  del citosol a los compartimentos
celulares #acidos (fagolisosomas), donde son convertidos dxido nitrico. El éxido nitrico es el
principal radical oxidante contra la micobacteria, de ahl que las proteinas Nramp se
encuentran asociadas con la resistencia.

Mientras que los linfocitos CD8+ reconacen sl antigeno micobacteriano en el contexto
MHC-1, una vez activados estos linfocitos también producen 1FN-y, y pueden producir lisis de
las células que expresan antigeno micobacterianes. Las moléculas liberadas ds las células T
CD8+ citotéxicas del tipo de saponinas, quienes interactian con los lipidos de la membrana,
activando otras enzimas de degradacién para inducir la apoptosis, este mecanismo conduce
a la muerts de la célula blanco vy eliminacion de los bacilos intracelulares. Las células T CD8+
parecen ser mas cruciales en la etapa posterior de la respuesta y pueden ser importantes en
controlar la fase cronica de la enfermedad us),

En los rumiantes las células T 5, constituyen mas del 75% de las células
mononucleares presentes en sangre periférica (PBMC) enh animales jovenes, mientras que en
los adultos esta poblacién se reduce al 40%, a diferencia de estos animales, en el humano
esta poblacion representa solo el 7% de células mononucleares s,

Se ha involucrado a las células T ¥5 en la respuesta inmune en infecciones con M.
bovis. Después de la infeccién experimental, se observan cambios en la cinética en Ila
poblacion de estas células en la infeccion temprana. En humanos y modelos murinos de
tuberculosis se ha revelado que las células T y5 presentan fuerte activacién (expresién de
CD25), proliferacidn, secrecion de IFN-y y exhiben citotoxicidad en respuesta a macréfagos
infectados con micobacterias. Tamblén estan comrelacionadas con la aparicion de ias células
asociadas con el desamrollo de la fase temprana de lesiones por M. bovis. 7

Recientemente se ha demostrado que ias células T ¥& WC1* en animales infectados
con M. bovis, tienen gran actividad para una fuerte proliferacion y liberacion de niveles de
IFN-y despuds de la estimulacién /n vitro con antigenos micobacterianos. También se ha
demostrado que las células T y5 in vivo también tienen alta actividad sobre (CD25) en la
circulacién periférica de 3-4 semanas después del desafié con M. bovis. In vivo la disminucién
de células T y5 en ganado desafiada con M. bov/s indica un papel para células T ¥5 en las Th1
predisponen a desarrollar inmunidad antimicobacteriana (g,



Es probable que las células T ¥3 Jueguen un papel importanie en la respuesta CMI, de
los rumiantes particularmente en los bovinos, constituyendo una gran proporcion de linfocitos
circulantes. La mayoria de las células T y8 también expresan la molécula WC1, se ha
observado la gran actividad de estas células en las infecciones por M. bovis y estn
involucradas en la respusesta inmune Th1. Estas células tlenen participacidn en la formacion
del granuloma, debido a que su presencia favorece el reclutamientc de monocitos; mientras
que en su ausencia se desarrollan lesiones plogranulomatosas y su participacidon de estas
celulas parece estar mediada por la produccion de la quimiocina, proteina 1 quimioatrayente
del macréfago (MCP-1) g

1.4.2 Anergia

El estado de anergia ha sido referida como la ausencia de la respuesta ceiular,
predominantemente TH2 y se define como la In;mpacldad de los linfocitos T para responder a
un antigeno especifico , se sabe que bajo clertas circunstanclas 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 prusba de ID, pero e!
animal puede tener altos niveles de anticuerpos drculantes. Iniclzimente los cambios
patoldgicos son asoclados con el comienza de la respuesta CMI y la patologfa Incrementa con
el progreso de la enfermedad (figura 3) (2.
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Fig. 3. Dlagrama del espectro de la respuasta inmuns de bovinos despuds da la infeccidn con M, bowvis. La
CM| desarrcila una respuesta iniclal, al incrementar nimero de bacllos se desarrolla la respussta humoral
(anticusrpos). El estado da anergia ocume conforme avanza ka enfermededg,,



1.5 Diagnéstico

La prugba estandar para el diagnostico de la TB es la prueba intradérmica (ID) de la
tuberculina, la cual detecta una respuesta de hipersansibifidad retardada a una inyeccion de
derivado proteico purificado (PPD) obtenido de un cultivo de M. bovis capa AN5. Pero su
sensibilidad es insuficients, asi como su especificidad, e interfiera 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 enfermedad 1),

Las razones para las fallas aparentes de la prueba ID bajo tas condiciones de campo
son complejas, tales como, la administracldn de corticoesteroldes, infecciones con ef virus de
diarrea viral bovina, la influencia del estado de gestacion y la lactancia. Se han realizado
intentos por reemplazar la prueba |D, desamollando pruebas seroldgicas (fijacién de
complemento, ELISA, pruebas de liemoaglutinacién) pero no ha sido posible. Dentro de los
problemas para emplear estas phébas se menciona la alta proporcidn de infectados con
pocos anticuerpos o anticuerpos no detectables hacia antigenos micobacterianos. Deacuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-031-Z0O0-1995, Campafia nacional conira la TB, los
animales reactores a la tuberculina deben ser aliminados, sin embargo, aunque la mayoria 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 infecclén para fa poblacién susceptible (2, lo que pone de
manifiesto la importancia de realizar un diagnéstico comecto.

Existe gran varledad de pruebas actualmente para el diagnéstico de la TB, paro
ninguna de estas pruebas de laboratorio es el 100 % efectiva como prueba confirmatoria para
detectar casos de TB. De manera resumida se muestran en el cuadro 2, las ventajas y
desventajas de las diferentes pruebas mas actuales para el diagnéstico de la TB, las cuales
ayudan a detectar animales que no son identificados por medio de la prueba de ID (s,
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Cuadro 2. Pruebas diagnosticas empleadas para detectar TB.
DESVENTAJAS

PRUEBA

VENTAJAS

tablas del cuello

» Simple en pliegue caudal
» Doble comparativa en

Combmada con el sacnf icio de mctorcs
permite disminuir la prevalencia <1%

edlanna sensibllldad (77-87"/-) y
baja especificidad (80-85%).

Se requiere confirmar animales
sospechosos

Deteccién de Interferdn-y
(ELISA de captura)

Sensibilidad y especificidad mayor a la
tuberculina. Empleando ambas pruebas
se incrementa la sensibilidad a 95 %.

7 Wy Y Y. £ Wkt
Identifica amma.les anérgwos no
reactores a la tuberculina. Muy

T Baja sensibmdad, o identificaa

Costosa. Se usa un Kit comercial.
No detecta animales anérgicos,
como tampoco Ia pruecba de
tuberculina.

todos los amimales infectados, por
1o tanto no se puede utilizar como
tnica prueba de diagndstico

Alta sensibilidad. Se reallzxoon chsumas o

muestras: tejido, leche, sangre, exudado nasal.

Q'I"mnc alta smmblhdad, pero puede
tener reacciones inespecificas. No

PCR anidada Menor manejo de los animales ge recomienda como prueba iinica
(se amplifica el gen de | En combinacién con ELISA permite identificar | de dx.
la MPB 70) animales infectados, no identificados con la Es costosa. Requiere un laboratorio
prueba de la tuberculina. cquipado y con gente entrenada en
cstas téenicas,
Confirmm la presencia de micobacterias en Requiere un laboratorio equipedo y
PCR en tejidos lesiones observadas en rastro en pocos dias, a | con gente entrenada en estas
embebidos en parafina | diferencia del cultivo que requiere por lo técnicas.
( amplifica la I56118) | mencs 4 o 6 semanas.
Se realiza con muestras clfnicas como exudado | Es costosa. Requiere un laboratorio
Spoligotyping nasal o en muestras de tejidos frescos. equipado y con gente entrenada en
(se amplifica la regidn | Detectay caracteriza la micobacteria. Al estas técnicas.
DR) combinar con ELISA permite identificar No se recomienda como prucha
animales infectados, no identificados con la unica de diagnéstico.

prueba de la ID.
Permite distinguir distinguir si es M. bovis.
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2. VACUNAS

La vacunacidn en ganado contra la TB puede llegar a ser una importante estrategia de
control de la enfermedad. Los avances en el estudio de los procesos involucrados en la
respuesta inmune protectora hacia |2 infeccién por M. bovis y avances en las técnicas de
biologia molecular, junto con la complementacidn de la secuencia del genoma de M. bovis,
pueden proveer oportunidades racionales para desarrollar y mejorar nuevas vacunas para la TB.
Se han estudiado numerosos tipos de vacunas incluidas las basadas en microorganismos vivos
atenuados, microorganismos musertos, subunidades vaclnales compuestas por proteinas
purificadas, antigenos peptidico y de polisacaridos y vacunas de DNA, pero por ahora astan en
desarrollo y se estan ensayando en al ganado s«

Es necesario para que el proceso de elaboracion y ensayo de nuavas vacunas resulte
coherents, que antes se entiendan bien los procesos ..que intervienen en la respuesta

inmunitaria protectora frente a la tuberculosis.

Los requerimientos de calidag para vacunas destinadas para la prevencion de
tuberculosis, en los animales domésticos se muestran en el cuadro 3:

Cuadro 3: Requerimientos de calidad para ﬁu'evas vacunas de TB.
REQUERIMIENTOS DE CALIDAD BOVINOS

FAUNA
SILVESTRE

Prevencién de la infecclén en animales vacunados
Altos niveles de proteccidn inducida +++ ++
Prevencion de la transmision +++ +++
No interfiera con pruebas diagnosticas como la ID 4+ +
Segura para los humanos +++ ++°€
Minima reaccién en el sitio de inyeccion s +/-9
Buena distribucién en mucosas +/- +++
Una sola dosis + ++
Aceptada en cludades que importan came y productos lacteos +++ -
1 mdermaente imporiants n e =5
:I— ;m?:mnla g g:nd:lo
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2.1Extracto protelico de filtrado de cultivo de M. bovis.

Dentro de los posibles candidatos para ser evaluados como vacunas, estan los
preparados de filtrados de cultivo, que contlenen proteinas de M. bovis 6 M. tuberculosis, estos
son buenos astimulantes de calulas T, en ratones y ganado, experimentalmente infectados con
tuberculosis. Algunos estudlos han demostrado una proteccién potencial de antfgenos
contenidos en filtrados de cultivo (se,

Estudios reallzados en ratones y cobayos inmunizados con proteinas de filtrado de
cultive de M. fuberculosis y M. bovis, se han observado que pueden Inducir aitos niveles de
protaccidn, contra desafios aerdgenos con M. tubsrculosis y M. bovis. El concepto de usar
proteinas especlficas que estimulen una respuesta inmune protectora para la tuberculosis, es
que no inducen reaccién a la prueba de tuberculina y la efectividad de la vacuna, puede no ser
influenciada por previa sensibilizacibn de micobacterlas amb&entales.‘_fSIn embargo, la
proteccion contra enfermedades micobacterianas requiere de inducir una fuerte respuesta
Inmune celular y es esto dificil de lograr en ganado, usando este tipo de proteinas espacificas si
no se usa un correcto coadyuvante (),

La mayoria de los antigenos de M. bovis caracterizados son proteinaé solubles, entre las
que destacan aquellas secretadas actlvamente en el medio de cultivo. Se han identificado
proteinas inmunodominantes de cepas vaclnales, en cobayos inmunizados algunas de las
cuales podrian estar ausentes en micobacteriag patégenas del complejo M. tuberculosis. Asl
mismo, se ha demostrado que existen protainas preferentemente expresadas por aislados de M.
tuberculosis 0 M. bovis en comparacion con cepas vacunales ),

Numercsas protelnas micobacterianas han sido aisladas y caracterizadas, algunas de
las cuales se encuentran asocladas a la célula bacteriana y otras son secretadas. Los
antigenos especificos que evocan la inmunidad protectora por los linfocitos Th1, ain no son
completamente conocidos; sin embargo, se ha observado que las micobacterias vivas, son mas
oficientes en la generacldn de la resistencia adquirida especlfica, comparada con las
preparaclones de micobacterias muertas; esta observacién se ha utllizade como argumento
para sostener que los antigenos secretados presentes en los extractos de filrado de cultivo
(CFPE’s) micobacterianos, producidos por el metabolismo activo bacteriano, son esenclales
para la induccidn de una inmunidad protectora. Existe una fuerte evidencia de que los
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antigenos de! CFPE's, son altamente reconocidos durante la infeccidn en varios modelos
animales; y varias de las proteinas que los constituyen evocan una respuesta en estados
tempranos de la tubercuiosis pulmonar en los bovinos y en el humano (g,

Por otro lado, se ha encontrado que en los extractos proteicos de filtrado de cuttivo,
obtenidos a partir de tlempos cortos de cracimiento (ST-CFPE), estan presentes numerosos
componentes, varios de los cuales también son reconocidos en las etapas tempranas de la
infeccion por M. bovis en bovinos (g,

En el humano se ha observado, que en paclentes con una tuberculosis minima, existe
una fuerte respuesta celular reactiva a proteinas del ST-CFPE; principalmente dirigida a
proteinas comprendidas en el rango de los 5 a 35 KDa..Observaciones similares hicleron
Weldingh y col an); quienes caracterizaron recientemente seis proteinas de bajo paso molecular
a partir del filtrado de cultivo (CFPE's) de M. tuberculosis; las proteinas designadas como
CFPEP17, CFPEP20, CFPEP21, CFPEP22, CFPEP25 y CFPEP28, fueron capaces de
estimular la produccién de IFN-y en cantidades significativas e inducir una fuerte respuesta
celular. Uno de los antigenos ampliamente estudiados y descritos en M. bovis, es la proteina
MPB70, la cual exhibe una alta especificidad de especie y ha mostrado ser un antfgenc
inmunodeminante de M.bovis, capaz de Induclr una inmunidad celular, estimular una respuesta
linfoproliferativa e inducir la produccién de anticuerpos en animales infectados por M. bovis. La
protelna es una de los principales componentes del fikrado de cultive de M. bovis y se considera
forma parte del componente activo del PPD bovino 1),

Ademas, de las proteinas menclonadas, existe informacién de la presencia de proteinas
secretadas de bajo peso molecular, que no son producidas por la cepa vacunal BCG, pero si
por cepas virulentas de M. bovis y de M. tuberculosis, las cuales se ha observado, son
altamente reconocidas en las fases tempranas de la infeccién y principales blancos de las
diferentes poblaciones de células T, capaces de inducir una elevada produccién de IFNvy, lo
que las ha hecho blanco de atencion para el desarrollo de herramientas de diagnéstico y
antigenas potenclales para nuevas vacunas, tal es el caso de la ESAT-6 (az,
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2.2 Vacuna de la cepa de M. bovis del bacilo Calmette-Guerin (BCG).

La vacuna con BCG esta preparada ccn bactesias 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 areas endémicas

(63).

Los investigadores franceses Calmette y Guerin, desarrollaron a principios del siglo
pasado, a partir de una cepa de M. bovis, que fue originalmente aislado por Nocard de una
vaca con mastitis tuberculosa. En 1906 los subcultivos de esta cepa fueron cultivadas en
medio de papa glicerinizada a la que le afiadiercn bilis bovina. Después de 232 pases sa noto
un camblo en la morfologla de la colonla, ademas de varlar la virulencia. Después de replicarla
durante 13 afios en ganado, cobayos, ratones, monos y chimpances, con esta cepa no produjo
ninguna evidencla de reversién en la virulencla, pero en cambio conferfa resistencia después de
30 dlas, al desafiar a humanos con bovinos enfermos con tuberculosts, dando asi origen a la
BCG Calmette y Guerin concluyercn que una Inmunizacion con una dosis (nica de 50 mg y
100 mg de BCG, protegieron al ganado de infecclones naturales y experimentales, pero la
proteccién no era de larga duracion. Ademas se reveld que la inmunizacion intradérmica era
preferible a la inmunizacién por la ruta intravenosa; y que Ia revacunacion no tiene ningin
efecto @)

Fue hasta la década de los 20’ del siglo pasado donde Calmette y Guérin, intentaron
eliminar la tuberculosis de una manada infectada por medio de la vacunacién de recién nacidos
con la BCG, al ser sacrificados estos animales se encontraron ser libres de tuberculosis, la
desventaja de este experimentc fue que carecieron de controles aproplados s,

Durante la década de los 40, se realizaron estudios de vacunacién con M. bovis BCG
en un ganado con 150 animales infectados. El ganado fue vacunado con BCG dentro de los
primeros 10 dias de nacido, en 6 meses y juego anualmente con BCG sobre un periodo de 5
afios. Después de la vacunacion fue dada Gnicamente a animales recién nacidas. Las perdidas
de la infeccion y re-infecclon y el problema de la interferencia con pruebas de plel Hevaron a la
conclusién que el uso de una prueba y programa de sacrificio fue méas econdmico que continuar
con la vacunacion ge),
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En la década de ios 50', Govoroy usa la BCG en ranchos en donde existia tuberculosis
aparente por largo tiempo y obtiene alguna proteccion con una dosis de 4mg de BCG
administradas en dos dosis intradérmicas con un mes de intervalo entre una vacunacidn y otra
©n.

Después de algunas décadas de ensayos en diferentes ciudades, se concluyo ser
inefectiva la vacuna en contra de la infeccién natural, aunque la vacuna pudo proteger al ganado
de infecciones expefimentales. La incapacidad de la BCG para conferir una inmunidad absoluta,
fueron reconocidos con el tiempo, Las micobacterias virulentas fueron obtenidas en ndduios
linfaticos cercanos al punto de entrada, formando un tubérculo pero no mostré tendencia a
formar lesiones extensivas en otras partes del cuerpb. Fue a partir de la década de los 70’s
cuando se implementaron programas de sacrificio de los animales posiivos dando resuitados
draméticos y los estudios de vacunacion fueron grandemente acortados, en palses como
Canada, Estados Unidos de América, Gran Bretafia s,

Recientes estudios con BCG se han optimizado directamente la eficacia de la BCG y se
ha utilizado en estudios como control positivo en ofras vacunas de tuberculosis. Una serie de
experimentos en los pasados diez afios indica que, una o dos dosls de BCG (10*-10° UFC)
administradas subcutaneamente en becerros recién nacidos induce niveles significativos de
proteccién contra desaflos con M. bovis virulentos. La vacunacion de animales con BCG, al
nacimiento tienen una eficacia del 100% de proteccion contra el desarrollo de lesiones
macroscopicas, cuando son vacunados a las 6 semanas tiene una eficacia del 90%. (s,

La falla aparente de la BCG para proteger al ganado puede ser atribuidos a numerosos
factores. Altas dosls de BCG equivalentes a 10%-10° UFC (unidades formadoras de colonias)
fuercn generalmente usadas para ja vacunacion subcutanea en el ganado; ahora se sabe que
estas dosls pueden ser menos efectivas que las dosis bajas para estimular una proteccisn
inmune 5, La vacunacién a menudo funciona en zonas de alta prevalencia, pero los reclén
nacidos pudieron haber sido expuestos a M. bovis previa a la vacunacién a través del consumo
de leche de vacas con mastitis tuberculosa

Se han propuesto algunas razones de su limitada eficacia, varias se ven influenciadas
por infecciones anteriores de micobactarias ambientales, a la ausencia de antigenos protectores
contra M. tuberculosis g5 Comparando el genoma se han enconirado mas de 100 secuencias
de cédigos ausentes en la BCG pere que estan presentes en M. tubercufosis, el agente principal
de la tuberculosis en humanos g,
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2.3 Interferdn-y como inmunomoduladdr

La inmunomodulacién consiste en la manipulacidn del sistema inmunolégico a través del
uso de sustancias de origen bioldgico o quimico para producir una respuesta inmune adecuada
al estado que se desea ftratar. La finalidad serda aumentar la intensidad de la respuesta,
principalmente de tipo cslular g4,

El uso de inmunomoduladoras en animales domésticas iene como objetivos:

» La produccidn de una respuesta més intensa y efectiva contra agentes productores de
enfermedades clinicas y subclinicas.

> Acelerar la maduracidn de la inmunidad espacifica e inespecifica en anlmales neonatos,
jévenes y susceptibles de infecciones. -

» Provocar reacciones inmunes intensas en fejldos y drganos linfoides, invadidos por
microcrganismos, con la finalidad de incrementar la respuesta protectora en sitios como
glandula mamaria, tracto gastrointestinal, respiraterio, etc.

¥ Incrementa la respuesta inmune especifica, celular, y humoral, a través de la vacunacion.

» Redudr los-efectos de inmunosupresién, causada por el estrés o agentes infecciosos que
interfieren en- el funclonamlento de las células del sistama Inmune o que producen
infecclones permanentes.

» La estimulacién selectiva de componentes de la inmunidad especifica o inespeclfica que
conlleve a una proteccion contra la replicacion de los agentes patdgenos. oz,

Dentro de los inmunomoduladores considerados mas importantes se encuentran los
interferones {IFN), son una familia de proteinas producidas por las células nucleadas en
raspuesta precoz, anterior incluso a la respuesta antigénica, a las Infacciones viricas u otros
estimulos (bacterias, endotoxinas, mitégenos). Existen tres tipos de IFN: IFN alfa (producido por
los linfocitos b y los monocitos en respuesta a las infecciones viricas), IFN beta (producido por
fibroblastos en respuesta a Infecciones viricas, particularmente a virus RNA bicatenarios), IFN-y
(producido por las células T colaboradoras, en respuesta a varios antigenos y mitdgenos). Los
IFN poseen ademas de su accién antiviral, efectos biolégicos notables, como la modulacitn de
la respuesta Inmune y acciones antiproliferativas. La accién inmunomoduladora, asta en relacién
con una estimulacion de la actividad fagocitaria de los macréfagos, la Induccién en cascada de



citocinas, mediadoras de la activacién del sistema linfocitario, y la maduracién y activaciéon de
los linfocitos T citotdxicos (7).

Por otro lado, estudios realizados en modelos animales y en el humano muestran que la
administracién exdgena de IFN-y, al momento de la inmunizacidn incrementa la respuesta
inmune celular, comprometida en la eliminacién de bacterias intracelulares, debido a que se
favorece tanto la presentacion antigénica, como una mayor activacién y proliferacién de las
células T CD4" especlficas y células T CDB8" citotdxicas, entre otras funciones g,

Como se menciono antes, los estudios que se han realizado a fin de determinar cuales
son los antigenos micobacterianos inmunorelevantes a los que va diriglda la respuesta Inmune,
indlcan que estos se encuentran principalmente en las proteinas presentes en el filtrado de
cultivo, asi es factible que el emplec de CFPE’s como inmunogeno estimule una respuesta
inmune significativa en los bovinos inmunizados, la-cual puede incrementarse con la aplicacidn
axégena del IFN-y, lograndose reducir con ello el numero de lesiones tuberculosas al desafio.
Ademas da evaluar los niveles de proteccién que puede inducir la vacuna BCG en bovinos a una
dosis baja. ‘
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3. HIPOTESIS

Las proteinas presentes en el filtrado de cultivo de M. bovis son antlgenos relevantes,
capaces de inducir una respuesta inmune protectiva que se puede incrementar con ia
aplicacion exégena de IFN-y, citocina que favorece la respuesta celular, necesaria parala
eliminacidon de las bacterias intracelulares y de estimular una inmunidad de memoria
prolongada; asl la inmunizacidbn de bovinos con exiractos proteicos de filirado de cuitivo
ofrecerd una mejor protecclén contra la enfermedad. Asi como el uso de la BCG a bajas
dosis en los bovinos, brindara una proteccién e inducird reducir con ello el nimero de
lesiones tuberculosas.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de la BCG y del extracto proteico de ;ulﬁvo (CFPE's)_de M. bovis
como Inmundgeno para la prevencidn de la tubérculosis bovina y el efecte inmunomodulador
que tlene el IFN-y para potenciar la respuesia inmune hacia la enfermedad.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Inmunizar y comparar la respuesta infnune entre los bovinos inoculados con CFPE’s, con
los bovino inoculados con CFPE’s méé IFN-y, BCG y el grupo control.

2. Determinar la cinética de la respuesta iInmune mediada por células y humoral en los
grupos de animalas Inoculados y en el grupe contral.

3. Determinar y comparar la proteccién ofrecida en los diferentes grupos por la
inmunizacién en los diferentes tipos de vacunacién por medio de la Inspaccion de lesiones
macroscéapicas al momento del sacrificio.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales de estudlo

Se utilizaron un total de 24 becerras Holstein de 8-16 meses de edad, adquiridas en
hatos que estuvleran bajo control sanitario, los cuales fueron evaluados por prusbhas de
tuberculina, IFN-y, ELISA y PCR de moco nasal. Para determinar su estado de animal libre de
la enfermedad. Todos los animales contemplados en este experimento fueron negativos a
todas ias pruebas

Las 24 becerras fueran alojadas dentro de las instalaciones del CENID-Microbiologla-
INIFAP, donde paermanecieron un periodo de adaptacién de 3 semanas, en los primeros 7
dias recibieron tratamiento - de antibiético por 3 dias y vitamina A, D, E (Anexo 1), a una dosis
de 3-5 ml de acuerdo a su peso vivo, como preventivo a la Fiebre de Embarque que se
pudiera desencadenar. Los meadicamentos emple_adqgj‘ueron los siguiente:

5, 8% 9", 12, 13* 1B"' 24.
ERIGLS 2542, 3, 4, 6%, 8, 11, 14*, 15, 17, 20, 21*.
~F0Rm0|l!&%4 211, 7,10, 16, 19, 22, 23, 24 -

Los medicamentos fueron aplicados durante 3 dias. =
“En estos animales se alskd Pastourslla heemolytica. -

Durante este periodo de adaptacion a los 12 dias se desparasitaron con PARZEN,
Albendazel al 10% (Anexo 1). La dosis aplicada fue segin su peso corporal.

Al término del periodo de adaptacion todos los animales fueron vacunados contra
Rhinotraqueitis Infecciesa Bovina(lBR), Parainfluenza 3(Pl,), Diarrea Viral Bovina (DVB) y
Enfermedad Respiratoria Sincitial (VRSB). (Cattle Master 4; con Reg. SAGAR B-0001-007
elaborada por Pfizer S.A. de C.V.). Posteriormente fueran revacunados a los 15 dias, con Ia
misma vacuna.

6.2 Disefio experimental

Los anlmales 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 subcutaneamente en el cuello con 2 dosis de 300 mg de! CFPE's a intervalos de 3
semanas entre dosis. Los animales del grupa 2 se inocularon igual con 2 dosis del CFPE’s,
pero ademas recibieron 200 ng de IFN-y bovino recombinante via subcuténea el cual se
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administrd dos dias antes que los animales fueran inoculados con el CFPE's y se aplicd la
misma dosis de IFN-y bovino recombinante. El grupo 3 fue vacunado con M. bovis BCG. Los
animales del grupo cuatro representa al grupo control ¥ se inocularon con PBS como placebo.

6.3 Interfer6n-y bovino recombinante como iInmunomodulador

El interfer6n gamma bovino recombinante utilizado es distribuido por Serotec product
data sheset, venia en una presentacion de 1 ml de agua destilada estéril; para reconstituirse el
producto liofllizado, el cual fue obtenide de pases de sobrenadante de cultiva de tejidos de E.
coli con expreslon de IFN-y bovino recombinante - licfilizado. Su concentracién aproximada fue
de 300 ng/ml de IFN-y bovino recombinante.

Nota: la aplicacidn funcional de este producto no ha side ensayada.

8.4 Vacuna BCG.

-

La vacuna viva liofiizada de BCG, que se aplico fue una cepa danesa atenuada de M.
bovis  (siembra Mérieux derivada de la cepa 1077 para uso intradérmico), reglistrada por el
laboratorio “Aventis Pasteur S.A". Para 0.1 ml de vacuna reoonstﬂuldz_a, su composicién fue la
siguiente: :

» Polvo para suspension inyectable:
» Gérmenes reviviscibles (particulas cultivables de bacilos vivos atenuados, siembra

Mérieux derlvada de la cepa 1077), entre 800 000 y 3 200 000 UFC.

> Excipientes: Dextran — Glucosa — Triton WR 1339 - Albimina humana
» Solvente: agua para preparacionses inyectables cbp 0.1 ml.
Esta vacuna es conforme a las nomas de la O.M.S.

6.5 Obtencion de extractos protelcos de filtrado de cultivo de M. bovis y M. avium.

La cepa de micobacteria que se empleo en este estudio fue M. bovis ANS y M. avium
D4. Los sobrenadantes de cultivos fueron donades por la Produciora Naclonal de Bioldgicos
Veterinarios {(PRONABIVE); el procedimiento para la obtencién de los sobrenadantaes, fue el
siguiente; los cultivos se incubaron a 37° C durante 6 semanas, las proteinas presentes en los
fitrados de cultivo se preclpitaron con cristales de sulfato de amonio [(NH,). SO, a una
saturacion final del 80 %, con agitacidn constante a 4° C por 24 horas. Al término de este
tiempo, la soluci6n se centrifugd a 4° C por 60 minutos a 10 000 r.p.m. (Beckman rotor JS-13.1),
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para empaquetar el pracipitado, el cual fue resuspendido en 10 ml de solucién amortiguadora
de fosfatos (PBS) pH 7.2, posteriomente se dializé exhaustivamente contra PBS, en bolsas de
dialisls (Specira/Por No 3787-D40), con puntc 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 comprobt la ausencia de (NH,):
80, agregando clorurc de bario, E} material asl obtenide se designé como extracto proteico de
fitrado de cultivo (CFPE), la concentracion de proteina de los CFPE's se determind por el
método de Bradford, para fines practicos esta concentracién se ajusto a 35.0 pg/ml de proteina
y se dividio en alicuotas de 1 ml, las cuales se almacenaron a—70 ° C hasta su empieo g,

6.6 Prueba de intradermorreaccién (ID)

La evaluacion de la respuesta inmune celular in vivo, se realizé por medio la
respuesta de hipersensibilidad tipo IV (respuesta tardia) doble comparativa (ID); con las
tuberculinas autorizadas para efectos de la campafia, Inoculando en las tablas del cuello de
lado derecho, el PPD aviar en la parte supeﬁor-foepa D4) 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 &l desafié de los animales. Ya desafiados los animales
y antes de ser sacrificados se realizé nuevamente la prueba de ID de la misma manera, en
las tablas del cusllio pera del lado izquierdo.

El procedimiento de ia tuberculinizacién fue el sigulente: el primer paso fue rasurar las
dos diferentes areas de inoculacién, con 15 em aproximadamente de distancla entra una y
ofra zona, se levanto el pliegue de la piel en el centro de las éreas rasuradas y se midi6 el
grosor de esta utilizando un cutimetro (vernier) registrando estos valores en milimetros. La
lectura de la prueba se realizé a las 72 +/- 6 horas, midiendo con el vemier el grosor de las
reacciones, estas fueron anotadas, restando el valor de la primera lectura al de la segunda.

En cuanto a la interpretacién de la prueba intradérmica comparativa, suele definirse el
resultado positivo como una reaccién posltiva a la fuberculina bovina y un engrosamiento
provocado por ésta superior en 4.0 mm al que produce la tuberculina aviar. El resuliado se
considera dudoso si la reaccién a la tuberculina bovina es positiva pero el aumento dae
espasor es entre 1 y 4.0 mm superior al de la reacclén aviar. La prueba se considera negativa
cuando la reaccién de la tuberculina bovina sea negativa o, alin siendo positiva, el
engrosamiento sea igual © menor que el provocado por una reaccién positiva a la tuberculina
aviar. Lineamientos establacidos en la NOM-031-Z00-1995.
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6.7 Prueha de Interferén-y (IFN-y) (Inmunidad celular).

La evaluacidn de la respuesta inmune de los animales, se monitorec evaluéndola a
intervalos de 3-4 semanas durante el transcurso del experimento. La respuesta inmune celular
se determind cuantificando los niveles de IFN-y; la prueba se le realizd a todos los animales,
empleando un kid comerclal (BOVIGAN Bovine Gamma Interferon Test), esta técnica es una
medida de la inmunidad mediada por células y se basa en la estimulacion in vitro de linfocitos
de sangre heparinizada, usando como antigenos derivados proteicos purificados (PPD) de M.
bovis y M.avium. Como resultado de la estimulacion antigénica, los linfocito T circulantes
presentes en la muestra secretan IFN-y, que es medido medlante una prueba de ELISA de
caplura e

Se obtuvo una muestra de 7 ml 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 estableclo cuatro cultivos de 1.5 ml de sangre
heparinizada de cada animal, en placas de cultivo de 24 pozos. Cada cultivo fue estimulado
con 100 pl de PPD bovino (20 pg/ml), 100 1l de PPD aviar (20 pg/mi), 10 pl de concanavalina
A (Con A) (1 pg/ul} ¥ un pozo sin estimular como testigo. El cultivo se realizé durante 24
horas, en estufa de COz2al 5% a 37°C. Una vez finallzado el cultive, se obtuvo el plasma y fue -
depositado en microtubos ¥ congelados a —70°C hasta la realizacion de la prueba de ELISA
para detactar el nivel de IFN-y.

Para la prueba de IFN-y de se adiclonaron 50 ul de diluente a la placa (amortiguador
diluente para plasma). Despuéds se adicionaron 50 pl de muestras problemas y control a los
diferentes pozos que contenian diluente, las muestras control se adicionaron al final de cada
placa y se mezcio al contenido de cada pozo. Se incubaron a una temperatura de 25°C +/-
5°C durante 60 minutos +/- 5 min. Se retird el contenido y se realizaron 6 lavados, se colocd
la placa sobre papel fliro y se permitié que secara. Se adicionaron 100 ul de conjugado
{(anticuerpe anti-IFN-y bovino), preparade minutos antes con el amortiguadorr diluente para
conjugado y se coloct a cada pozo. Se cubrieron las placas y se incubaron a una temperatura
de 25°C durante 80 minutos. Se reallzb el lavade de la misma forma que el anterior lavado y
sa adicionaron 100 pl del cromégenc tetrametilbencidina (TMB), preparado con amortiguador
enzima-sustrato y H.O.. Se cubrieron las placas protegiéndolas de la luz y se incubaron a
temperatura ambiente por 30 minutos. Después se adicionaron 50 pl de solucién de paro



(0.5M H:50.) a cada pozo. La lectura de la absorbancla a 450nm se realizé dentro de los 5
min de terminada la reaccion. Los valores de ia absorbancia fueron usados para calcular los

resultados y la interpretacion de los resultados fuaron graficados por grupos gs.z7.7e).

6.8 Prueba de Inmunoabsorcién ligado a enzimas (ELISA) {Inmunidad humeoral).

La prueba de ELISA, se basa en una reaccién antigeno-anticuerpo en la que una de las
fases reaccionantes ests inmovilizada en una superficle sélida. La unién antigenc-anticuerpo se
revela medianta el uso de conjugados de tipo enzimético {peroxidasa, fosfatasa alcalina, etc.) y
la adicién de un sustrato que produce color al reaccionar con la enzima. Existen diferentes
variantas de la técnica de ELISA que permiten aumentar la sensibliidad y especificidad de la
prueba (ELISA indirecto, de captura, de competicion, sandwich, etc.). Esta prueba tiene muchas
ventajas como el estudio de muchas muestras vy 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 desventajas como la necasidad de e§perar varios dias tras la infeccién para detectar
una respuesta de anticuerpos, puede haber reacciones cruzadas. (7

) Se evalué la respuesia humoral de ks animales determinando los niveles de
anticuerpos hacia los antigenos micobacterianos, mediante la prueba serodiagnéstica de
ELISA comparativa, empleando CFPE de M. bovis y M.avium como antigeno en el diagnéstico
de la tuberculosis bovina, a intervalos de 34 semanas durante el transcurso de todo el
experimento. Se utilizé6 suero, colectando sangre de la vena caudal de los 24 bovinos en
tubos de 7.5 ml con vaclo. La prueba se realizé de la sigulente manera: las placas fueron
sensibilizadas con 5 ng de CFPE's de M.bovis y M.avium por separado en 100 ul de soluclon
de pegado (Buffer de Carbonatos pH 9.6) (Anexo 1) por pozo. Se incubé toda la noche a
temperatura ambiente y se descarto la solucion. Se afiadleron 100 pl de solucion bloqueadora
(3% de leche en palvo descremada en PBS y 0.1% Twseen 20) (Anexo 1), incunbado por 1 hr
a 37°C. Se lavaron 5 veces con solucién de lavado(PBS con 0.1% de Tween 20)(Anexo 1).
Posteriormente se afadieron 100 ul por pozo de cada suero diluido 1:50 en solucién
blogueadcra y se incubaron 1 hr, en estufa de CO. al 5% a 37°C. Se descart6 l2 soluci6n y se
favaron & veces con solucidn de lavado. Enseguida se agregé a cada pozo 100 pl de proteina
G conjugada con peroxidasa diluido 1:10 000 en solucién bloqueadora, se dejaron incubar
1hr, en estufa de COz2 al 5% a 37°C, se descart5 la solucidn y se lavaron 5 veces con solucion
de lavado. Inmediatamente se afiadié a cada poze 100 ul de solucién de revelado ( 10
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mb/placa de Buffer de Citratos pH 4.5, 4 mg de orto-fenilendlamina y 4 ul Hz0.XAnexo 1). Se
par6 la reaccidon a los 10 min. mediante la adicion de 50 p! por pozo de solucidon de paro
(H2S0, 2M). Las lecturas sa realizaron a 492 nm y la interpretacion de los resultados fueron
graficados por grupos.

6.9 Preparacién del Indculo bacteriano para el desafié.

El cultivo y la cuantificacion del indculo bacteriano se realizé en la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootacnla — UNAM, partiendo de una cepa aislada de campo M. bovis.
La cepa fue designada como la N°* 9930 con una concentracién de 7.8x10°® UFC/mI fue
ajustada a 10* UFC/ml para el desaffo intratraqueal. Esta Iniclalmente se cultivé en placas de
petri con agar Middlebrook 7H11 enriquecido con 10% de CADO (medio de enriquecimiento
catalasa-dextrosa). Se tomaron de 3 a 5 colonias con caracteristicas morfolégicas
semejantes y se sembraron en 15 ml de caldo Middlebrook 7H9 con 1°% de OADC y 0.5 g/l
de Tween 80 (para dispersar las bacterias), el coal se incubd en un periodo de 8 dfas a 37°C
en agitacién constante a una velocidad de 100 r.p.m. Al final de la Incubacién el cultivo
bacterlanc fue transferido a un matraz con 135 ml de medio fresco para incubarlas en las
mismas condiciones durante 11 dias tiempo requerido para alcanzar la fase logaritmica de
crecimiento.

La cosecha se realizd a partir del cultivo bacteriano, el cual se centrifugd en tubos de
polipropileno de 50 ml durante 15 minutos a 3300 X g lavando 2 veces con PBS 1X (cbp 50
ml). El paquete celular se resuspendid en 11 ml de medio Complet Roswall Park Memorial
Institute (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 propdsito de dispersar los
agregados bacteriancs. La suspension bacteriana fue fracclonada en microtubos con un
voluren de 1 ml y se almaceno a —80°C hasta su emple6.

Para la cuantificacidon de las UFC (unidades formadoras de colonias), se tomé una
alicuota del inoculo preparado, se descongsld, incubédndola a una temperatura de 37°C
durante 40 minutos en bafio Marla. Se realizaron diluciones décuple_s seriadas (450 ul de
diluyente y 50 ul de soluto), sembrando 100 ul en placas de agar 7H11 a partir de la dilucién
10° a la 10°® por triplicado. Las placas se incubaron durante 3 a 4 semanas a una temperatura
de 37°C. El conteo de las UFC se realizé obteniendo la cantidad de UFC por m|, aplicando la
siguiente ecuacion.
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{UFC)FD){10)= bacterias/mi
FD= factor de dilucién

6.10 Desafio.

Los animales de los diferentes grupos incluyendo el grupo control fueron desaflados
infratraquealmente, a los sels meses despuss de haber sldo inmunizados, el desaflo se
realiz6 con una dosis de 10* UFC de la cepa virulenta de M. bovis No. 9930, aislada de casos
clinicos. Para ello los animales fueron inoculados directamente en traquea por medio de una
aguja de calibre 18 con la cepa virulenta. Se tomaron muestras de sangre de los animales
periddicamente para continuar con la evaluacién de las raspuesta inmune tanto humora! como
celular, la evaluacidn continué hasta el momento del sacrificio, que se efectud a los 5-6 meses
después del desafid, bajo condiciones humanitarias.

6.11 Inspeccién post-mortem.

Los animales fuaron sacrificados humanitariamente utilizando la pistola de émbolo
oculto, cada semana un grupo diferente. Se realizé la necropsia haciendo una inspeccion
minuciosa para determinér la presencia, extensldn y grado de las lesiones tuberculosas, o
ausencia de las mismas. Se tomaron muestras de diferentes 6rganos y tejidos, principalmente
pulmdn donde se examino individuaimente cada l6bulo, asl como de los nddulos linfaticos de
cabeza, viscerales y de la canal, para evaluacién de las lesiones macroscopicas; como se
muestra en la tabla 7.3.

6.12 Andlisls estadistico

Se analizaron los datos empleando un paquete estadistico del pragrama SIGMA STAT
version 4. El método selaccionado fue la prueba de Dunnett para realizar las anélisis de
varianza de los resultados, con la finalidad de ver si existia diferenclas estadisticamente
significativas, evaluando el primer muestreo de los animales antes de vacunar, contra los
siguientes muestreos de animales vacunados y desafiados de cada grupo inmunizado.
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7. RESULTADOS

Los animales Inciuidos en este experimento, fueron previamente analizados con dos
pruebas diagndsticas (prueba ID de tuberculina e IFN-y), que valoran la inmunidad celular, y
ofra prueba que valora la Inmunidad humoral (ELISA), asi como también se emplet una
prusba de biologla molécula (PCR), para determinar la presencia de &cido
desoxirribunucleico (DNA) del complejo M. tuberculosls. Todas las becerras incluidas en este
experimento fueron negativas a todas las pruebas anteriormente descritas.

7.1 Resultados de Ia Prueba de IFN-y

Para el seguimiento de la inmunidad celular in vitro, se determind la produccién de
IFN-y, al el inicio del expserimento y peribdicamente cada 3-4 semanas.

En la grafica 1, se observa la produccién-de IFN-y, considerando promedits de cada
grupo, a partir de los plasmas;stimulados con PPD de M. bovis expresado en densidad
6ptica (DO) de 450 nm. Se muestra la respuesta celular hacia M. bovis desde que los
animales fueron seleccionados como kbres de TB, dando todos los grupos. similares valores
(DO < 0.1), posterlormente al ser vacunados todos los grupos dieron una similar produccién
de IFN-y, con un ligerc Incremento del grupo vacunado con BCG (DO <0.3); fue hasta las 14
semanas, donde se observaron diferentes niveles de produccién de IFN-y, posteriormente a
las 17 semanas, se observé un incramento significativo del grupo que recibié CFPE's de M.
bovis, al igual que el grupo control (DO > 1.2); el grupo con CFPE's mas 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 disminucion en niveles da [IFN-y (DO
< 0.4); a la siguiente evaluaci6n (semana 23) tedos los grupos tuvieron un incremento muy
simllar (DO > 0.8), a excepcién del grupo de CFPE’s que mantuvo niveles bajos (DO < 0.2).
Después del desafi6, todos los grupe mostraron en promedio un incremento muy elevado
en los niveles de IFN-y. Antes de sar sacrificados los animales de! grupe con mayores valoras
fue el de BCG, junto con el grupo control (DO > 3.0), seguido del grupo de CPFE's més IFN«y
(DO > 2.7), y el grupo con menor producckn de IFN-y, fue el vacunado con CFPE's {DO >
2.4).

33



PPO M. bovis

VACURACION
DESAFIO

g

L

I.l...-.!.IDII'II...'i!l...l.!Ij

¥
£

GRAFICA 1. Se muesiran los resuitados en promedio de los diferentes grupos, de la pruebs de IFN-y en DO de 450
nm., de plasmas astmulados con PPD de M. bovis.

La grafica 2, se presenta la produccidn de IFN-y, & promedio de ceda grupo
sxperimental, de plasmas estimulados con PPD de M. avium. Se muestra la respuesta celular
hacia M. avium, desde el inicio det experimento, dando todos los grupos similares valores
(DO <0.1), fue hasta la 17° semana, después de ser vacunados donde se observo un
incremento en la produccitn de IFN-y muy elevado de todos los grupos, siendo & grupo
control con més DO (> 2.7). Pero los demds grupos tuvieron valores (DO > 1.9).
Posteriomente a la siguiente evaluacion todos los grupos vacunados a las 20 semanas,
disminuyeron muy similar (DO <0.4}, y el grupo control (DO > 0.5); a la siguiente evaluacién
(semana 23), todos los grupos tuvieron un incremento muy similar (DO < 0.8), a excepcion
del grupo de CFPE's que mantuvo niveles bajos (DO < 0.2). Después del desafio de los
animales, la produccién de IFN-y fue constante pero elevada tanto en el grupo vacunado con
CFPE's més IFN-y, como en ef grupo controt (DO > 1.4), miertras que en el grupo de BCG,
fue ligeramente menor la produccion de IFN-y (DO < 1.5), pero & grupo con menor DO fue e
vacunado con CFPE's durante todas las evaluaciones post-desafio (DO < 1.03).
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GRAFICA 2 88 muestran los resultados sn promadio de los difereniss grupos, de ia prusta de IFN-y en DO de
450 nm de piasmes sstimulados con PPD de M. aviun

En la grafica 3, se muestran los resultados de la produccién de IFN-y en DO de 450
nm, de plasmas estimulados con concanavalina A (Con A). La evaluacion con este antigeno
no se realizéd desde o Inicio del sxperimento, sino hasta las 14 semanas post-vacunacion, a
diferencia de los plasmas estimulados con PPD M. bovis y M. avium, tuvieroh mucho menor
respuesta, donde sus méxime niveles fuercn a las 17 semanas, después de la vacunacién,
giendo el grupo de BCG con mas valores (DO > 3.8) Posterioments a la siguiente
evaluacion, todos tos grupes a las 20 semanas disminuyeron muy similar (DO < 1.6); en las
siguientes evaluaciones y después del desafio, la produccion de IFN-y fue baja y constante
&n todos los grupos (DO < 0.22), siendo el grupo control que tuvo un lgero incremento post-
desafio (DO > 0.27), pero al final de las evaluaciones &l grupo de BCG tuvo simitares DO.
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GRAFICA 3. Se muestrsn jos resultados en promedio de los diferentes grupos, de la pruebe de IFN-y en DO de
450 nm de plasmes estimulados con Con A

En la grafica 4, se muestran ios resuitados de la prueba de IFN-y DO de 450 nm,
donde se cuantifica ta produccién de IFN-y de plssmas sin estimular a manera de control.
Slendo ios valores muy homogéneos en todos [os animales, nunca mostraron un incremanto
on los riveies de IFN-y  conforme pasaban los dias (DO < 0.15). Solo después del desaftd los
valores tuvieron un ligero aumento ( DO > 2.0).
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7.2 Resultados de la prueba de ELISA

Para ef ssguimiento de ia inmunidad humorsl /n vitro, se detemind la produccion de
anticuerpos paor medio de ls téenica de ELISA comparativa, con places sensibiltzadas con
CFPE's de M. bovis y M.avium, desde el inicic del expesimento asl como periddicamente cada
34 semanas.

La grafica 5, muestra los resutados en DO a 492 nm, de placas sensibliizadas con
CFPE's de M. bovis. Se muesira la reapuesia de anticusrpos hacia M. bovis, desds que los
animales fueron seleccionados como libres de TB, dando cesi todes los grupos valores bajos
(DO < 0.26), deapuds de ser vacunados, el grupo que mdés niveles de anticuerpos alcanzé
desde los primeros dias de la vacunacién, fue el vacunado con CFPE's més IFN-y (DO > 0.5),
misniras que los demés grupos mostraron sicniares valores constantes (DO < 0.38), fue hasta
ies 14 semanas, donde todos los grupos disminuysron los niveles de anticuerpos (DO <
0.15), a lss 23 semanas post-vacunacion, tuvo nuevaments un lgero incremento &l grupo
vecunado con CFPE's més IFN«y (DO >0.29). Después del desafid el grupo que mostrd en
promedio un incremento conforme passban los diss en los niveles de anticuempos fue ol
grupo control que no fue vacunado (DO >0.47); seguido del grupo de BCG con valores de DO
> 0.39; ol grupo vacunado con CFPE's mas IFN-y liego a tener vailores de DO > 0.34 poet-
desaflo; mientras que el grupo vacunado con CFPE’s tuvo loé valores mas bajos post-desafié
(DO <0.27).
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GRAFICA 8. Se muesiran los resultados en promedio de los diferentes grupos, de la prusba de ELISA a DO de
492 ren de placas sensibiizadas con CFPE's te M. bovis.



En ia grafica 6, se muestran los resultados en DO & 492 nm de placas sensibiiizadas
con CFPE's de M. avium. Sa muestra |a respussta de anticuerpos hacla M. avium deade que
los animales fusron seleccionados como libres de TB dando casl todos 108 grupos valores
simiiares (DO < 0.22), posterioimente, después de ia vacunacidn todos 08 grupos se
mantuvieron sn un mismo nivel de anticuerpos hasta las 5 semanas, donde & gnipo
vacunado con CFPE's tuvo un ligero aumanto en sus valores (DO > 0.33); mientras que ol
grupo control  incremento sus vaiores desds |a octava semana, hasta ia 11* semana (DO <
0.33); fue hasta las 14 semanas, donde todoa los grupoe redujeron ios niveles de anticusrpos
{DO < 0.14), en los dias siguientes se observaron simiiares valores sn todos los grupos
Después del desafid el grupo que mostré an promeadio més niveies de anticuerpos conforme
pesaban ios dias y hasta antes del sacrificio, fue o grupo control (DO > 0.35); seguido del
grupo de BCG (DO < 0.28), mientras que los grupos vacunados con CFPE's y CFPE's miés
INF-y tuvieron similaree valores (DO < 0.19).
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GRAFICA 8. S8 musetran 10s resultdios en promadio de los diferentes grupos, de la prusba de ELISA en DO de
462 ren de pisces sensibliizades con CFPE's de M. aviean.

7.3 Ganancia de peso

Durante todo ol experimento se monitoreo, generaimente cada mes la ganancla de
peso de los animales desde su llegada, hasta &l sacrificio de cada uno de elios; es importante
aclarar que los animaies de los distintos grupos tenian cada uno de slios diferentes posos
iniciales, en la grafica 7 se muestran los promedios de los diferentes grupos experimentales
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donde 8! grupo con menor peso inicial fue el control con un peso < 200 kg; segukio del grupo
vacunado con BCG, que tuvo un peeo Inicial > 215 kg, el grupe Inmunizado con CFPE's més
iIFN-y, su peso inicial fue > 250 kg; y e grupo con mayor peso Inidal en promedio fus el
vacunado con CFPE’s con un peso > 260 kg. Después de haber sikio vacunados, en genera!
todos los grupos tuvieron tendancia a ganar peso confore pasaban los measws, siendo o
grupo 1y 2 los que mostraban en promadio mayor peso an promadio. Fue hasta despuss del
desafid donde se obeervaron cambios en los promedios de cada grupo; siendo &) grupo
vacunado con CFPE's mas IFN-y, &l que menoe ganancia de peso tuvo, y en of dtimo pessje,
tendia a perder peso an promedio, a pasar de que ol inicio del deeafié era el grupo con mayor
peso, mostrandc  una ganancia de paso del desafio ai sacrificlo de < 35 kg. Otro de los
grupos con meho!r paso fue el grupo conirol tenishdo una ganancia de peso del desafld ol
gacrificio < 67 kg.; stenda estos dos grupos, en (08 que en apariencia mostraban un deplorable
estado de cames en ia mayoria de los animales. Los grupos que no se vieron tan afectado por
el deaafio fueron los vacunados con CFPE's y BCG con una gananciade > 75 kg y > 100 kg
respectivamenta, hasta su sacrificio. Por jo tamo, ol grupo que mayor peso logré desde of
iricio hasta su eacificio fus of inmunizado con BCG; ios datos s8 muestran més claraments
on la sigulants grifica:
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GRAFICA 7. S8 muestran ja ganancia de peso en promedio de los diferenies grupos experimentales.

3%




7.4 Resultados de la Intradermorreacclén

Se reallzd la primera evaluacion de la respuesta a la ID (hipersensibilidad tipo IV,
respuesta tardla) doble comparativa, posterior a la vacunacion a los 5 meses ds la vacunacion
y antes de ser desafiades. Inoculando el PPD aviar en la parte superior y PPD bovino en la
parte inferior de las tablas del cusllo del lado derecho de todos los animales experimentales,
los resultados se muestran en la tabla 7.1. En e! grupo 1, Inmunizado con CFPE's, solo un
animal se le considero como positivo ya que tuvo una reacclon pasitiva a las 72 hrs, hacia la
tuberculina bovina, con un engrosamiento de 10 mm mayor al de la tuberculina aviar; todos
los demas animales se les considero negativos, ya que, dos animales tuvieron reaccifn
positiva hacia la tuberculina aviar y tres animales no mostraron aumento evidente, y ningin
animal, delos 4 grupos, tuvo manifestaciones clinicas de dolor, exudacién, necrosls
circunscrita o inflamacion de vasos y nédulos linfaticos regionales.

En el grupo 2, inmunizados con CFPEs mas IFN-y, se considera sclo un animal
sospechoso, ya que e! aumento de espesor de la tuberculina bovina fue de 3.0 mm; todos los
demas animales se consideran negativos, debido a que, dos animales tuvieron un
engrosamiento significativo (> 29 mm} a la tuberculina aviar, aungue hubo reaccién también a
la tubercuiina bovina pero menor a la aviar. Un animal mostrdé minimo aumento pero a la
tuberculina aviar, y dos animales no tuvieron iricremento. ‘

El grupo 3, vacunado con BCG, dos animales tuvieron reacclén positiva a la
tuberculina bovina, tres animales tuvieron reaccion preferente a la tuberculina aviar con un
engrosamiento > 7.0 mm. Un solo animal no manifestd engrosamiento.

En e! grupc 4, control, un animal fue sospechoso, ya que la reaccin a la tubercuiina
bovina fue 3.0 mm mayor a la aviar, los demas se consideran negativos, siendo tres animales
los que tuvieron engrosamiento preferantemente hacia la tuberculina aviar y un animal no tuvo
aumento evidente,



Tabla 7.1, Resultados de la prusha de ID deble comparativa de animales Inmunizados 5 meses
post-vacunacion

0/0 -
4/14 +
0/0 -
15/0 -
0/0 -
32/31 -
0/0 -
0/0 -
6/3 +/-
211 -
3/3 37/31 34/28 -
716 36/32 ~ . 20/28 -
5/5 18/9 13/4 -
4/4 4/4 0/0 -
8/6 12/24 6/18 +
7i7 16/7 7/0 -
9/8 9/33 0/25 +
4/4 30/33 26/29 +fe
3/3 25/4 ;221 -
MURIO ANTES DE UNA NEUMONIA CRONICA
9/9 20/9 1140 -
4/4 4/4 . 0/0 -
6/6 34/14 28/8 -

*1/b= Requitado tuberoulins avianresaiado mbercalina boviza

(+) positivo a tuberculina bovina

(+/~) sospechoso

()  megativo

La segunda evaluacién de la ID (tabla 7.2), se efectud con la misma metodologla que

en la primera ID, pero esta se realizé 5 meses después de ser desafiados, previo a su
sacrificio; en esta evaluacién, se aplico las tuberculinas en las tablas del cusllo del lado
izquierdo , para evitar interferencias entre pruebas. Se observaron los siguientes resultados:
todos kos animales, a excepcitn de dos, fueron positivos a la segunda evaluacion de la prueba
de tuberculina, dando engrosamientos a las 72 hrs. en la zona de aplicacién, en su mayocria
de los animales > 15 mm a [a tuberculina aviary al de la tuberculina bovina > 25 mm. Un gran
porcentaje de los animales presentaba signos cilnicos de necrosis circunscripta y dolor al

tacto. Un anima! del grupo 2 (CFPE's + IFN- y), fue negativo con un diferenclal de
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engrosamiento de 2.0 mm menor de la tuberculina bovina, pero ambas a tuberculinas tuvieron
crecimiento > 20 mm. El otro animal negativo fue del grupo control con simllares resultados.

Tabla 7.2. Evaluacion de la prueba de ID doble comparativa de animales desaflados

5 meses post-desafio.

+

26/42=16 +

18/34=16 +

21/53=32 +

24/49=25 +

28/46=18 +

3/54=51 +

34/58=24 . +

18/39=21 1 +

27/265=2 -

35/53 29/48=19 ¥
35/83 28/78=50 ¥
25/40 17/32=15 ¥
35/55 28/48=20 . +
34/65 29/60=31 I
18/50 12/43=31 +
25/42 16/33=17 +
B/45 1/38=37 +
40/50 34/45=11 I
30/30 26/27=1 -

MURIO ANTES DE UNA NEUMONIA CRONICA

35/55 - 34/47=13 +
36/65 32/60=28 +
35/55 30/50=20 +

*ab= Resultado tubercalinn avie/resultado tuberculina bovina
{+) positivo n tberculina bovina

{+~) sospcrhoso

()  megtivo



7.5 Inspeccidn post-mortem

Para la inspeccibn post-mortem, se analizaron los diferentes 6rganos y tejidos, asi
como los nadulos linfaticos y la zona de inoculacién (primer tercio craneal de la traquea). Se le
dio la siguiente interpratacion a los resultados; se le asigné (+) a las lesiones > 0.2 cm y <
0.5 cm de diametro, (++) a las lesiones > 0.5 cmy < 1.0 cm y (+++) a las lesiones >1.0 cm.

Para examinar los diferentes nddulos finfalcos (NL), éstos fueron seccionados en
cortes delgados de 2 a 3 cm de grosor, a manera de exponer el mayor nlimero de superficies
de corte. En lo que comesponde 2 los drganos, fueron inspecclonados cuidadosamente el
rifén, higado, bazo y pulmén, siendo este (ltimo al que se le examiné visuaimente la pleura
pulmonar, y con palpacidn firme con los dedos se revis6 todo el tejide pulmonar en bisqueda
de tuberculos pequefios, y posteriormenie los pulmones fueron incididos al azar en ios
diferentes I6bulos y se examino las superficies de corte. Se obtuvieron los ‘siguientes
resultados en 6rganos, NL y zona de inoculacion: ' -

El grupo 4, que permanecid como control, siendo el grupo que mostréd mayor nimero y
grado de lesion, ademas en todos los animales de este grupo se observaron lesibneg. 8l tipo
de lesion que presentaron todos los NL fue de linfadenitis supurativa, ampliamente
diseminadas (figuras 7.1, 7.2, 7.3 y 7.4), los mas afectados fueron los NL cervicales
profundos, observandose lesién en cuatro animales de este grupo con un dimetro > 2.5 cm.
En tres animales los NL mediastinicos tuvieren lesién > 0.8 cm de didmetro. En 2 animales
los NL retrofaringeos medios, presentaron lesiones de > 0.5 cm hasta 3.0 cm. En los NL
cervicales supsrficiales (antes pre-escapulares), solo dos animales presentaron lesién de >
0.3 a 1.0 cm. Un solo animal tuvo lesién en NL retrofaringeo lateral con una fesién >2.5cmy
otro una lesién en NL mandibular de 1.0 cm aproximadamente. En lo que respecta a la zona
de inoculacién hubo lesidén en tres animales de tamafo > 0.5 cm hasta 3.0 cm de aspecto
purulento. En lo que corresponde a los 6rganos fue el Unico grupo que presentd leslones;
observando en el higado de un animal muitiples leslones de forma circulares de aspecto
piogranulomatoso de un tamafio > 2.0 cm de didmetro sobre toda la superficie hepatica. En el
pulmén de un solo animal se observd una lesién < 0.5 cm de aspecto ligeramente purulento,
en el ibbulo caudal derecho.



Fig 7.1. ML cervical profundo del animal No. Fig.7.2. NL cervical profundo del animal No.
8, grupo control con severo grado de lesién. 2, grupo control con severo grado de kesién

Fig 7.3. NL mandibular del animai No. 1, Fig.7.4. Higado del animal No. 1, grupo
grupe control con severo grado de lesion. control con lesiones muitifocales.

En el grupo 2, inmunizados con CFPE's mas IFN-y, solo un animal se encontrd libre de
lesiones sugestivas a TB; los demas animales, sl mastraron lesiones pero comparado con el
grupo contral las tesiones no fueron tan frecuentes, v se encontraron localizadas y de menor
tamafto {figuras 7.5, 7.6). El NL mas afectados en este grupo fueron los cervicales profundos,
encentrando lesiones < 0.2 cm hasta > 0.1 cm en cinco animales. Seguidos por ios NL
traqueobronguiales donde tres animales presentaron lesidn < 0.6 cm; y dos animales en NL
mediastinicos con un grado similar de iesién. Un solo animal tenia lesidn en NL retrofaringeos
medios y laterales, como también en el NL parotideo de tamafio < 0.5 cm de aspecto
ligeramente granulomatogo. En dos animales s encontré lesion de NL cervical superficial <
0.5 cm. En la zona de inoculacién, dos animates tuvieron lesién purulenta < 0.7 cm.

Fig 7.5. NL carvical profundo del animal Fig.7.6. NL eewicall superficial del animal
No.12, prupo GFPE+IEN-y , con leaidn. No. 22, grupo CFPE"HFN-y , con lesion.

En io que corresponde af grupo 1, inmunizado con CFPE’s de M. bovis, las lesiones
fueron mencs extensivas y de menor grado en los N, la mayorla de estos fueron muy



localizadas, cercanas a la zona de inoculacidn y la lesién fue de linfadenitis supurativa
{figuras 7.7, 7.8). Salo un anima! presents lesidn > 1 cm de didmetrc en un NL, otro animal
tuvo lesion en 5 NL, 2 de estas < 0.7 cm y 3 lesiones < 0.3 cm. Solo un animat fue
completamente libre y tres animales con minimas lesiones. Los NL afectados fuercn los
siguientes: 5 animales tuvieron lesitn en NL cervicales profundos con un didmetro < 0.3cm y
solo unc > 1.0 em. En 2 animales los NL retrofaringeos medios, presentaron lesiones < 0.5
¢m. En dos animales se observe lesidon en NL retrofaringeo lateral con una lesion
aproximada de 0.5 cm. Un animal con lesién en NL mandibular < .7 cm y en NL parotideo <
0.3 cm. £n un animal los NL mediastinicos tuvieron lesidn < 0.5 cm de diametro y en NL
traqueobronquiales mostrd lesién < 0.5 cm. Solo un animal tuvo lesion en NL cervicales
superficiales < 0.8 cm. Ningln animat mostrd lesidn en la zona de inoculacion.

RETROFARINGEQ ﬁo& IZQUIVEF

Fig 7.7. NL retrofaringeo medial del animal Fig.7.8. NL mandibular del animal No.14,
No. 8, grupo CFPE's, can lesiones de menor grupo CFPE's, con lesiones de menor grado.
grado.

El grupo 3, vacunado con BCG, fue el que menos lesiones mosind de todos los grupos
{figuras 7.9, 7.10), encontrandose dos animales totaimente libres de lesiones, un animal con
lesién solo en la zona de inoculacién, un animal con lesidn Unica en NI mediastinicos <
0.7cm y otro animal con pequefas lesiones en NL cervicales profundos y mediastinicos < 0.3
cm. Y por ditimo, solo un animal mosird lesién en los siguigntes: NL retrofaringeos medios <
1.0 cm, NL cervicales profundos > 1.0 cm y en NL traqueobronquiates y mediastinicos < 1.0
cm. Los resultados a fa necropsia se muestran mas claramente en la tabla 7.3.

Fig 7.8. NL medipstinico del animal No. 10, Fig.7.10. NL cervical profundo dei animal No.
grupo BCG con moderada lesidn. 24, grupo BCG sin lesldn como la mayorfa de
los NL da esta grupo.
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Tabla 7.3. Resultado a |a nacropsia de la distribucion de lesiones tuberculosas macroscépicas.
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8. DISCUSION

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 elaboracion de nuevos tipos de vacunas.
La principal causa de no implementar calendarios de vacunacién se debe a que la mayoria de
las vacunas experimentales no han podido ser completamente efactivas y algunas de éstas
dan falsos posftivos a la prueba de ID. En las altimas 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 enfermedades. 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 ss),

Los resultados de este estudio proporcionan evidencla que la inmunizacién con
CFPE's (grupo 1) y BCG a bajas dosis (grupo 3), puede reducir el nimero y la severidad de
"lésiones tuberculosas en ganado desafiado con™M. bovis. Contra lo esperado, los animales
inmunizados con CFPE's mas IFN-y, mostraron mayor nimero de lesiones gue los animales
de los otros dos grupos vacunados. Ninguno de los esquemas de vacunacioén previno al 100%
la‘infeccion, ya que en todos los grupos se encontraron animales con lesiones. Esto puede ser
en parte debido a la dosis de desaflo (10* UFC) mayor que una dosis natural infectante, lo
iﬁue provacd que el grupo control mostrara lesiones severas semejantes a las que se
encuentran en tuberculosis crénica o miliar. Sin embargo, dos de los animales del grupo 1 v
uno del grupo 3 estuviercn libres de lesiones y la severidad de las lesiones en los demas fue
mucho menor que en los animales controles. Estos resultados concuerdan con lo que ha sido
reportado antedormente para la BCG (g g3,

Los niveles de IFN-y y de anticuerpos fuaron bajos post-vacunacion. Se ha reportado
en anteriores estudios de vacunacién que la respuesta inmune no es necesaria para una
mejor proteccion y se ha sefialado la falta de correlacién entre los niveles de citocinas post-
vacunacidn y de proteccion contra TB 7. En lo que se refiere a la evaluacion de los niveles
de IFN-y, se muestira claramente como a la 17° semana post-vacupacién, hubo un incremento
en plasmas estimulados con PPD de M. bovis y PPD de M. avium, aunque los resultados
muestran claramente como la respuesta fue mayor hacia M. avium 6 micobacterias atipicas,
por lo que se supone que el incremento fue debido al cambio de dista que se realizé cercana
a esta fecha, la cual posiblemente estaba contaminada con gallinaza, siendo ésta muy usada
para balancear dietas de bovinos en el Estado de México. Estos resultados se ven reflejados
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tamblén en la prueba ID doble comparativa de los animales antes de desafiar, donde la
mayoria muestran mayor tendencia hacla el PPD aviar, desgraciadamente ks experimentos
en campo estan expuestos a estas variantes dificlles de controlar, Pero previo a la 17°
semana la produccién de IFN-y, fue liggramente mayor en el grupo vacunado con BCG, a
diferencia de los otros grupos, y commelacioné en lo observado al desaflo ya que este fue el
grupo con menor nimero de lesiones. Basandose en esto, se@ puede sugerir que a mayor
produccién de IFN-y post-vacunacion, mayor seré la inmunidad protectora hacia desafios con
M. bovis. Es importante mencionar que al realizar el anélisls de varianza, en donde se evalud
el primer muestreo de los animales antes de vacunar, contra los sigulentes muestreos de
animales vacunados y desafiados de cada grupo Inmunizado. En la producclon de IFN+y, el
grupo 1 mostrd diferencias significativas a (P < 0.05) a partir de la 5° semana post-
vacunacion, mientras que el grupo 2 y 3 mostraron diferencias significativas (P < 0.05) a
partir de la 3° semana post-vacunacion hacia plasmas estimulados con M. bovis. Ninguno de
los grupos mostraron difarencias significativas (P. < 0.05) en los plasmas estimulados con M.
avium, hasta la 17° semana, en los cuales-ée ogsér\ib la modiﬁcacibn de nuestros resultados.
Se realizd la misma metodologia para el andlisis de varianza para la prueba de ELISA
sensibilizada con CFPE's de M.bovis y M. avium, y no se mostré en ninguna etapa de la
vacunacién 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 méas IFN-y, se observé una mayor
respuesta de anticuerpos en los sueros, a partir de la 5° semana y hasta la 11° semana, los
demds grupos Inmunizadas 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 desafios con M. bovis, ya que el grupo 3 fue el que mostré menor
grado de proteccldn ¢ mayor numero de lesiones, de los tres grupos inmunizados. Esto se
puede atribuir al predominio de la respuesta de tipo celular en bovinos infectados o vacunados
en este caso, ya que para que la respuesta humoral sea claramente reflejada es necesario
que exista una gran cantidad de micobacterias y de antigenos libres presentes en las
lesiones que Induzcan la produccikin de anticuerposgs ¥ se considera que en la infeccion
iniclal 1a carga bacteriana es baja, existiendo entonces un gran predominio de la respuesta
celular en la prueba de IFN-y; es por 850 que en los resultados de ELISA se muestra cémo al
final del desafi6 el grupo control es el que nos da mayor nivel de DO en promedio en
comparacidn a los demas grupos.
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El emplec de la prueba de ID, ha demostrado su gran utilidad para el control de la TB a
nivel mundial, sin embargo su sensibilidad y especificidad son bajas, como se muestra en este
estudio, donde se observé que animales que no presentaron leslones a l2 necropsia, fueron
positivos a la prueba de tuberculina doble comparativa, como los animales 3, 7, 11, 16 y 24,
mientras que animales que fusron negativos a la prueba de ID .como el 2 y 17, tuvieron
distribucién de lesiones en diferentes NL. En particular el animal 2 mostré ampla distribucién
de estas lesiones, por lo cual se consideraria que estos animales serian una fuente importante
de infeccion. Es por eso que en la (ltima década se ha sugerido implementar mas tipos de
técnicas diagnésticas complementarias a la ID, tales como la prusba de IFN-y, que es mas
sensible que la técnica de ID ya que IFN-y mide directamente la CMI, mientras que la ID mide
la hipersensibilidad tardia, 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
suglere el uso de la prueha de ELISA para determinar la presencia de anticuerpos contra
CFPE's bovino, ya que en este experimento los animales 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 anérgicos que no responden a la prueba de ID, en donde se
establecen puntos de corte segln la prevalencia de los hatos, como ya se ha reportado
anterbormente (2. Esta técnica se puede complementar ademas con ef uso de la PCR, la cual
es una prueba muy senéible y aspecifica, y que ayuda a detactar animales aparentemente

8anos.

La TB es una enfermedad crénica y progresiva que memma la condicién fisica y
productiva de los animales, sierdo éste uno de los signos mas caracteristicos de la TB, se
evalué la ganancia de peso para observar qué animales podrian ser mas afectados tras el
desafid. Los animales del grupo 2, Inmunizados con CFPE's mas IFN-y, que fue el que mostrd
menor proteccién de los 3 grupos vacunados, fue el mas afectado en ganancla de peso junto
con el grupo control. Se observé que kos animales del grupo 1y 3, no fueron afectados en su
peso, teniendo un buen peso final y mostrando conforme pasaban los dias una ganancia de
peso bastante acaptable, lo que representa una ventaja adicional para el ganadero.

Se sabe que la edad de los animales al momento de la inmunizacién juega un papel

crucial para tener una mejor inmunidad protectiva en ésta y otras enfermedades, esto se ha
evidenciado en anteriores estudios realizados con la BCG en ganado (s En esta
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investigacion, se observd que la mayoria de los animales inmunizados a una edad menor de
14 meses no mostraron lesiones extensivas, nl de gran tamario.

Es importante menclonar que los animales experimentales no fueron sometidos al
estrés constante caracteristico de los bovinos productores de leche, como kb es la ordefia
diaria y los partos consecutivos, lo que origina una fuerte depresién del sistema inmune. Por
esto la TB, tiene mayor Incidencia ¢ mayor facilldad de desencadenarse en los bovinos
productores de leche, en comparacién con los bovinos productores de cama, donde es
menos prohable |a presencia de TB y seria importante desaflar a la propia vacuna a estos
factores desencadenantes.

La vacunacién con BCG y CFPE's mosiré eficacia en la proteccién contra el desarrollo
de lesiones extensivas a diferentes 6rgancs, por lo que se considera que puede ser una
hemamienta importante en el control. de la TB_: ya que permitirla minimizar el impacto
econdmico que conlleva esta enfermedad y los riesges de transmision a la poblacion humana,
actuando como altemativa o complemento a ofras medidas sanitariezs de manejo,
principalmente en zchas de alta prevalencia y en lugares donde es econdmicaments
imposible el sacrificio de animales. Actualmente se puede diferenciar por medio de PCR,
aquellos animales vacunados quse a la, prueba de ID den falsos positivos, ya que por medio de
esta prueba se puede dlferenciar facilmente animales Infectados con M. bovis de campo de
los animales vacunades con BCG o CFPE's.
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9. CONCLUSIONES

La vacuna de BCG a bajas dosis Indujo una buena proteccion. La vacunacién con
CFPE's, produjo una proteccion aceptable, ya que las lesiones sugestivas a tuberculosis
fueron observadas en NL cercanos a la zona de inoculacién, siendo mas pequefias y mas
escasas en comparacién al grupo control, con tendencia del NL a encapsular lkas
micobacterias, sin mostrar lesiones extensivas en otras partes del cuerpo. No existié un
adecuado sinergismo entre el CFPE's e IFN-y, como se mostré en el grupo 3, a pesar de ser
al IFN-y pieza clave en la CMi, siendc éste fundamental para lograr una correcta proteccion
confra la enfermedad. Se debe investigar los adyuvantes apropiados que estimulen una mejor
respuesta inmune en bovinos; e incrementar el estudio de {a inmunologfa hacia TB, para tener
las bases claras para desarrollar mejores vacunas gue confiaran una proteccion adecuada.

Los animales después de haber sido inmunizados no mostraron aiteraciones
fisioldgicas post-vacunacion, ni mostraron reacciones indeseables en el sitio de aplicacion.
Después del desafio, los animales de los grupos 1 y 2 no mostraron afecclones fisiologicas, ni
mucho menos pérdida de peso, que es una caracieristica muy comiin en bovinos al estar
infectados con TB.

Es importante tener conocimiento de las técnicas auxiliares para e! diagnéstico de TB,
asi como de la correcta interpretacidn de los resultados, para evitar diagnéstlicos embneos y
por lo tanto inadecuadas medidas de control, como el sacrificio de animales falsos positivos,
que no musstran lesidn alguna a la necropsia. En este estudio la prueba de ID, maostré tener
baja sensibilidad y especificidad ante los desaflos con M. bovis.
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10. ANEXO 1 DE REACTIVOS Y FARMACOS

Reactivos
Solucidn de pegado. Buffer de Carbonatos 0.06M pH 9.6
Bicarbonato de sodio (NaHCO;} 3.80 gr.fitro de agua destilada
Carbonato de sodio (Na,CO,) 1.93 gr.flitro de agua destilada

Solucién de lavado. Buffer de fosfatos (PBS) 0.01M pH 7.4 con NaCl y
0.1% de Tween 20

Fosfato disodico hidrogenadoe (Na,HPO,)  1.10 gr.litro de agua destilada

Fosfato de sodio dihidogenado (NaH,PO,) 0.32 gr.jiitro de agua destilada

Cloruro de sodio {NaCl) 8.5 grfittro de agua destilada
Tween 20 0.5 ml/iltro de agua destilada

Solucldn blogqueadora, 3% de leche descremada en PBS y 0.1%
Tween 20

Fosfato disddico hidrogenado (Na,HPO4)  1x10 gr.flitro de agua destilada

Fosfato de sodio dihidegenado {(NaH,PQO,) 0.32 gr./litro de agua destilada

Cloruro de sodio (NaCl) 8.5 gr.fiitro de agua destilada
Twaen 20 0.5 ml.flitro de agua destilada
Leche descremada en polvo 3 gr. para 100 m!

Solucion de revelado. Buffer de Citratos pH 4.5

Acido cftrico (CgHe0;) 4.6 gr.flitro de agua destilada
Citrato trisodio _{NagCeHs0;. 2H20) _ 7.64 gritro agua destilada
Orto-fenilendiamina 4 mg/ 10 ml
Agua oxigenada (Ho05) 4 11/10 ml
Fdrmacos
Ericlor T
Tianfenicol 20gr
Ambroxol clorhidrato 3gr
Dipirona sddica Bar
Vehiculo chp 100 mi
Formicina §
Panicilina G procalnica 5000000 U.I
Estreptomicina base 625gr
Tripsina 78.125 U.I

Ampolleta cen diluyente estéril cbp 20 mi
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Nuflor

Florfenicol 300 mg.
Vehlculo cbp 1ml
Parzen. Bovinos 10% C.S.

Albendazols 10gr.
Sulfato de cobalto 1.5gr.
Selenito de sodio 250 myg.
Vehlculo cbp 100 ml
Vadegol - Vitamina ADE

Vitamina A 500,000 U.I.
Vitamina D 75 000 U.I.
Vitamina E 100 U.1.
Exciplente cbp 1 mi
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11. ABREVIATURAS

BAAR
BCG
CFPE's
CMi
conA
DvB
ELISA
GM-CSF
HNO,
IBR

ID
IFN-y
IL

LAM
mAGP
MIF

NK

NL

NO
NO,
OMS
PBMC
Ply
PPD
PRONABIVE
RPMI
SFB
ST-CFPE's
B
TCR
Th
TMB
TNF
UFC
VIH
VRSB

Bacilo &cido alcohol resistente

Vacuna del baclio Calmette-Guérin

Extracto proteico de filtrado de cultivo
Inmunidad mediada por células
Concanavalina

Diarrea viral bovina

Inmunoensayo ligado a enzimas

Factor de activacion de colonias de granulocitos y monocitos
Acido nitrico

Rhinotraqueitis infocciosa bovina

Prueba de intradermoreaccién

Interferén gamma

interleucina

Lipoarabinomanano

Peptidoglicano

Factor inhibicién de migracién

Células asesinas natural

Ndédulo linfatico

Oxido nitroso

Oxido nitrico

Crganizacién Mundial de la Salud

Células mononucluares presentes en sangre periférica
Parainfluenza 3

Derivado proteico purificado

Productora nacional de blolSgicos veterinarios
Complet Roswall park memorial institute
Suero fetal bovino

CFPE's obtenido en tiempo corio de crecimiento
Tuberculosis bovina

Receptor de células T

Linfocito T cooperador

Cromogeno tetrametilbencidina

Factor de necrosis tumoral

Unidades formadoras de colonias

Virus de la inmunodeficienclia humana
Enfermedad respiratoria sincitial
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