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RESUMEN

La Tuberculosis Bovina es una enfermedad zoonotica de distribucion
mundial, Mycobacterium bovis es el microorganismo causal, perteneciente al
complejo de Mycobacterium tuberculosis; ocasiona enormes pérdidas
econdmicas en la industria ganadera, y es de suma importancia en salud
publica. A través de los afios multiples programas de control y erradicacién, asi
como vacunas han sido empleados con la finalidad de eliminar este problema,
con resultados variables y poco prometedores. En este estudio se analizé la
vacuna ADN Hsp65 la cual podria ser una herramienta de control y prevencion
eficaz contra esta enfermedad. Luego de un periodo de estudio de un afo, con
tres aplicaciones de vacuna, donde el grupo vacunado presenta una
disminucion significativa en la produccién de gamma interferon respecto al
grupo no vacunado, con respecto a la prueba de PCR no existe una diferencia
estadistica en la prueba de comparacion de proporciones entre los grupos
vacunados y no vacunados con un p=0.2051 con un nivel de confianza del 95%.

INTRODUCCION

La Tuberculosis Bovina (TBB), es una enfermedad infecto-contagiosa
causada por la bacteria Mycobacterium bovis (M. bovis), la cual es miembro del
complejo de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). La TBB representa
un problema serio para la industria ganadera mundial, ya que genera pérdidas
econdmicas por decomiso y reduccion en la produccion de leche hasta en un
17% (NOM-EM-017-Z0O0-2005); ademas constituye un riesgo de salud publica
en un gran numero de paises en desarrollo. Existen mundialmente mas de 50
millones de bovinos infectados con M. bovis (Lyashchenko et al., 2004). En
humanos reportes epidemioldgicos hablan de alrededor de 2.9 millones de
muertes anuales desde 1990 debido al complejo M. tuberculosis, colocando a
esta enfermedad como la mas distribuida en el mundo (Kochi, 1991). Por otra

parte Raviglione, et al., (1995) menciona que se detectan 8 millones de casos



nuevos de tuberculosis humana y 3 millones mueren por esta causa. Durante
los afios 30’s y 40’s M. bovis fue la causa de muerte de alrededor de 2000
humanos por afio en Inglaterra 'y Gales (Vordermeier et al., 1999). En paises en
desarrollo M. bovis es el agente causal en el 10% de casos de TBB en
humanos. En México, el 28% de la leche se comercializa sin pasteurizar para la
preparacion de quesos y derivados (NOM-EM-017-ZO0-2005), lo que genera
un alto riesgo para la salud publica. En Baja California la Tuberculosis pulmonar
en humanos ocupa el primer lugar con respecto a los estados fronterizos con
una tasa de 58 casos/100,000 habitantes (Boletin Epidemiol6gico-OPS, 2000).
La Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA), mediante la campafa de control nacional permanente de caracter
oficial, basada en la deteccion y sacrificio de los animales positivos a la prueba
de tuberculina utilizando el Derivado Proteico Purificado (PPD), bajo los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM-EM-017-ZO0-2005), no ha
logrado reducir ni erradicar la Tuberculosis en ganado de nuestro pais. Una de
las razones por las que esta campafia no ha tenido éxito en su propadsito es que
no existe un programa de indemnizaciéon que permita disminuir las pérdidas
econOmicas ocasionadas por el sacrificio de animales positivos. En Gran
Bretafia durante una reunion cientifica donde se analizé el incremento de la
TBB se concluyd que el desarrollo de una vacuna en el ganado seria la mejor
opcion para el control de la TBB a largo plazo (Buddle, et al., 1999). La
vacunacion de animales domésticos en paises en desarrollo es la opcion mas
factible tanto por razones econdmicas como de mejoras a la salud publica. En
hatos de ganado lechero en Baja California, como la cuenca lechera de Tijuana,
la TBB es un gran problema por su alta prevalencia lo que genera la necesidad
de iniciar un programa de vacunacion y que se empleen y desarrollen nuevas
vacunas para reducir esta epidemia. La vacunacion en conjunto a un buen
diagnostico y manejo de los hatos, son las piezas fundamentales en los
programas de control epidemiologico de la TBB. La vacuna de ADN Hsp65

ofrece la posibilidad de no solo prevenir la TBB sino también tratar los casos



positivos de TBB, utilizando varias dosis de refuerzo, sin ocasionar respuestas
de intradermorreaccién (Vordermeier, et al.,, 2003), y a un costo
considerablemente bajo. Si se reduce la infeccion de TBB en animales
seguramente la presencia de TB en humanos se reducira, también aumentaria
la produccion lactea, y el bienestar general del hato por lo que el presente

estudio es de gran importancia.

Hipotesis
Los animales infectados y vacunados con vacuna ADN-Hsp65 (M. leprae)
presentan una respuesta mayor a la prueba de gamma interferébn que los

animales infectados no vacunados.

Para responder lo anterior, se establecié el siguiente objetivo:
Evaluar el Efecto Terapéutico de la Vacuna de ADN Hsp65 en Bovinos

Infectados con Mycobacterium bovis.



REVISION DE LITERATURA

Etiologia

La TBB es causada por la bacteria M. bovis, la cual es un bacilo no
fotocromogénico acido resistente de lento crecimiento. La TBB puede ser
transmitida del ganado bovino a los humanos y, por esto, es considerada una
zoonosis. Este microorganismo es miembro del Complejo M. tuberculosis, una
designaciéon que, aunque sin estatus taxonomico, incluye importantes
patdgenos animales y humanos. Adicionalmente a M. bovis, otros miembros del
complejo incluyen M. tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium
canettii y Mycobacterium microti. Otros hospedadores adaptados a la variante
de M. bovis ha sido designado como Mycobacterium pinnipeddi (adaptado a
focas) y M. caprae en ovinos (Thoen et al., 2006'). M. bovis puede ser aislado
de ganado doméstico y salvaje, asi como de, cerdos, ovejas, borregos, tejones,
liebres, humanos, primates no humanos, entre otros (Howard y Smith, 1999).
En la Figura 1 se puede observar el arbol filogénico de las micobacterias

basado en la secuencia 16S rARN, y clasificados en su crecimiento.

Epidemiologia

M. bovis es un patégeno obligado pero puede sobrevivir por periodos
substanciales en el medio ambiente bajo condiciones favorables. Esta habilidad
ha sido demostrada en estudios observacionales sobre la sobrevivencia del
organismo seguido en ambientes contaminados naturales o artificiales (Morris
et al., 1994).

Aungue la tuberculosis en ganado se ha reconocido por mucho tiempo,
muchos aspectos de su epidemiologia no han sido aun elucidados. La falta de
conocimiento, ha generado que aun en paises desarrollados, como Reino Unido

e Irlanda no haya sido posible su erradicacion. El factor determinante mas
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Figura 1. Filogenia de Mycobacterium segun velocidad de crecimiento.
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importante para la ocurrencia y diseminacién de TBB en hatos ganaderos, es la
cantidad de animales expuestos a animales infectados, el nimero de animales
infectados en el hato, el nUmero de animales jévenes expuestos, las practicas
de hato actuales y las medidas tomadas para prevenir la diseminacion de la
enfermedad (Coetzer y Tustin, 2004). Un obstaculo potencial en el control de la
TBB en el Reino Unido es la existencia de tejones (Meles meles) como un
reservorio silvestre, y la presencia de M. bovis en el medio ambiente donde el
organismo puede sobrevivir por meses (Courtenay et al.,, 2006). La incidencia
de TBB en el ganado Britanico se ha incrementado exponencialmente desde
1984 y tiene un costo anual que se proyecta a alcanzar 1 billon de libras
esterlinas para el 2011. En 2004, el 5% de las granjas lecheras en el Sureste de
Inglaterra, y el 1.8% nacionalmente, ha confirmado el problema (breakdown)
(Mathews et al., 2006).

Poco se conoce acerca de los factores que gobiernan la prevalencia de la
TBB, como es el caso de Tanzania donde por ejemplo, altas prevalencias han
sido reportadas en el sureste, en grandes hatos pero no en la zona este. Este
pais posee una abundante y variada diversidad de vida silvestre, aun no existe
informacion disponible del rol de la vida silvestre como una fuente potencial de
infeccion para el ganado y/o humanos (Cleaveland et al., 2007). Un estudio
para medir factores de riesgo en Inglaterra, encontraron que el movimiento de
ganado hacia mercados o granjas de ventas incrementan el riesgo de TBB con
un odds ratio (OR) de 3.26 y 1.93, respectivamente. Mientras que el
esparcimiento de fertilizantes artificiales y abono de corral en la tierra de
pastoreo, se asocian ambos con la disminucién del riesgo de TBB con un OR
de 0.21 y 0.42 respectivamente (Johnston et al., 2005). La presencia de
reservorios silvestres, como es el caso de los tejones en Inglaterra, donde en un
estudio realizado por 32 meses analizando tejones localizados en 16 de los 22
territorios, se encontré que el 11.5% excretaban M. bovis. Por lo que en la
evaluacion el ambiente como un potencial reservorio de M. bovis es un

importante paso para entender la transmision (Courtnenay et al., 2006).



Formas de Contagio: Existen varias rutas de contagio para M. bovis, pero
las primarias son la via tracto respiratoria y gastrointestinal. Estudios
experimentales involucran la exposicion de animales a M. bovis via diferentes
rutas, tales como, intratraqueal, oral, intravenosa e intraperitoneal; que
demuestran que la naturaleza y extension de las lesiones tuberculosas varian
segun la ruta de infeccion; la cual se ve afectada segun la forma en como M.

bovis se disemina en el huésped infectado (Thoen et al., 2006%).

Transmisién Respiratoria: Via inhalacion de aerosoles contaminados
o fomites son las formas mas eficientes de transmision, requiriendo un minimo
de organismos como dosis infectiva. La transmisién de M. bovis via inhalacion
es efectiva en animales que se mantienen en confinamiento y en animales
silvestres libres que mantienen grupos sociales o familiares con alta densidad
poblacional (Coetzer y Tustin, 2004). La trasmision via respiratoria ha sido
demostrada experimentalmente en una gran variedad de especies, y los
nodulos linfaticos asociados con el tracto respiratorio, particularmente los
bronquiales y mediastinicos, son los mayormente afectados por inhalacién de
M. bovis (Thoen et al., 20064).

Trasmision Oral: Se debe al consumo de alimento o agua contaminada
con moco 0 secreciones nasales, heces u orina que contienen el bacilo de la
TBB, por parte de animales no infectados via respiratoria, o que reciben leche
de un animal infectado; son lesiones raras, pero pueden presentarse en las
tonsilas y faringe, asi como ndédulos linfaticos mesentéricos, mediastinicos o
bronquiales. Lesiones adicionales pueden diseminarse de areas primarias hacia
otras areas (Howard y Smith, 1999). La leche se ha mantenido con el principal
modo de transmision del bacilo tuberculoso del bovino hacia el humano. No
cabe la menor duda de que el consumo de leche contaminada es la principal
causa de tuberculosis abdominal y otras manifestaciones no pulmonares de la
enfermedad. La tuberculosis es una enfermedad principalmente de tipo

pulmonar, solamente el 1% de la tuberculosis en vacas el bacilo tuberculoso es



eliminado por leche, y las vacas probablemente transmitan la enfermedad a

través de unaruta aérea (Grange y Yates, 1994).

Transmisiéon Cutanea: Requiere la contaminacion de lesiones

primarias con el bacilo tuberculoso (Neil et al., 1994).

Transmisién Congénita: La via son los vasos sanguineos umbilicales
del feto durante una infeccién presente en el Gtero de la vaca. En raras
ocasiones, la transmision genital ocurre cuando los 6rganos sexuales se
encuentran tuberculosos o el prepucio esta contaminado (Neil et al., 1994). Es
de importante consideracién en hatos con infecciones crénicas con alta
prevalencia de tuberculosis debido a la relativa alta prevalencia de tuberculosis

endometrial (Coetzer and Tustin, 2004).

Transmisién latrogénica de las Glandulas Mamarias: Ocurre como
resultado de aplicar infusiones contaminadas (Neil et al., 1994).

Patogenia

La exposicion del ganado a aerosoles de M. bovis es considerada la ruta
mas frecuente de infeccion; las lesiones al macro usualmente involucran los
pulmones y los nodulos linfaticos toracicos. ElI ganado expuesto via ingestion de
comida o agua contaminada con M. bovis casi siempre desarrolla focos
primarios en tejidos linfaticos asociado con el tracto intestinal. Otras
micobacterias incluidas Mycobacterium avium subsp. avium, M. avium subsp.
paratuberculosis, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. kansassii, M. fortuitum y
M. tuberculosis pueden inducir sensibilidad a la prueba dérmica de tuberculina,
pero no producen una enfermedad progresiva pulmonar en el ganado. La
limpieza mucociliar por moco y epitelio ciliar en los pasajes respiratorios
superiores proveen una defensa contra la infeccion por inhalacién de

micobacterias. Sin embargo, microorganismos en pequefias particulas como



polvo o gotas de agua que no se afectan contra la capa mucociliar y pueden
pasar a través de los bronquiolos terminales, y asi tienen acceso a los espacios
alveolares. El tamafio estimado de la terminacion de los bronquiolos terminales
es aproximadamente de 20um comparado con 1-4 um del bacilo acido
resistente. Seguida la exposicién por aerosoles, M. bovis es transportado a los
pasajes pequefios de aire donde son ingeridos por fagocitos. Los fagocitos
pasan a través del revestimiento de los bronquiolos, entran a la circulacion y
son transportados a los nédulos linfaticos, parénquima de pulmones y otros
sitios. Después de la ingestién de los bacilos, los macréfagos mononucleares
intentan matar el organismo; sin embargo, el bacilo tuberculoso virulento posee
la habilidad de escapar de la destruccién. La ingestion del bacilo tuberculoso
por los fagocitos en fagosomas o vacuolas intracitoplasmaticas protege a los
organismos de los componentes bactericidas en el suero. Seguido de la
ingestion por los fagocitos, la micobacteria efectivamente previene la fusion del
fagolisosoma y la acidificacion. La respuesta celular intenta controlar la
enfermedad resultando en la acumulacién de un gran namero de fagocitos, y
finalmente la formacién de lesiones macroscopicas, denominados tubérculos.
Después de 10-14 dias, en modelos murinos, las respuestas desarrolladas por
la inmunidad mediada por células (IMC) y los macréfagos del huésped tienen un
decremento en la capacidad de destruir al bacilo intracelular. Las respuestas
IMC son mediadas por los Linfocitos T, los cuales liberan linfocinas que atraen,
inmovilizan y activan adicionalmente las células mononucleares de la sangre y
meédula 6sea a los sitios donde la micobacteria virulenta o sus productos estan.
La hipersensibilidad celular contribuye al desarrollo de muerte celular y
destruccion tisular (necrosis caseosa). En algunos casos licuefaccion y
formacion de cavidades ocurren como resultado de accion enzimatica en
proteinas y lipidos. La ruptura de estas cavidades dentro de los bronquios
permite la diseminacion del bacilo por aerosoles. Macrofagos activados migran
a las terminaciones de los nédulos linfaticos, tanto  bronquial como
mediastinico. Los nddulos linfaticos son mas comunmente infectados que otros

tejidos debido a que los fluidos en un animal eventualmente pasan a través de
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los nddulos, donde la red de trabéculas entrampa al microorganismo. Las
lesiones primarias casi siempre estan localizadas en un nédulo o nédulos y
pueden ser extensas y firmes. La fibrosis del tejido conectivo se desenvuelve en
la formacién dinamica de un granuloma que probablemente contribuye a la
localizacion de las lesiones. La formacion del granuloma es un intento del
huésped de localizar el proceso de la enfermedad y permite que los
mecanismos inflamatorios e inmunes destruyan al bacilo. Pocas lesiones
pueden aparecer como en estado de regresibn mientras comienzan a
encapsularse por un bien organizado tejido conectivo, mientras que, algunas
lesiones pueden contener al bacilo viable. Tipicamente, la apariencia
microscopica de un granuloma (tubérculo) es focal y tiene algunas areas de
necrosis caseosa en la regién central encerrada por una zona de células
epiteloides, linfocitos y algunos granulositos. La mineralizacion puede estar
presente en los centros necroéticos; en lesiones avanzadas, algunos focos de
mineralizacion pueden estar unidos. Células multinucleares gigantes, con
nacleos en forma de herradura o anillo cerca del borde citoplasmico, son casi
siempre vistos en la zona cercana del area necroética. Un limite externo de tejido
conectivo fibroso esta usualmente presente entre las lesiones y el tejido normal
(Thoen et al., 2006%). Los mecanismos de respuesta inmune natural y adquirida
de los bovinos son casi siempre efectivos en limitar la proliferacién del bacilo
tuberculoso y el desarrollo de la enfermedad progresiva. La eliminacion de M.
bovis del tejido del huésped depende, en parte, en la destruccion del bacilo en
los macrofagos mononucleares que han sido activados por linfocinas. La
evidencia que apoya este concepto esta principalmente basada en informacion
obtenida de estudios de animales pequefios de laboratorio utilizando cepas de
M. bovis BCG o M. tuberculosis (Chan et al., 1992).

Inmunologia

La virulencia del bacilo tuberculoso produce un nimero de los llamados

“factores y/o antigenos virulentos” algunos de los cuales antagonizan con las
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defensas normales del huésped, permitiéndole al organismo multiplicarse en el
sitio de implantacion primario, para una posterior diseminacion hacia otros
tejidos u o6rganos no infectados. Algunos de estos factores pueden ser
asociados con el complejo de lipidos de la pared celular, los cuales protegen a
la micobacteria de los efectos bactericidas de derivados activados del oxigeno
dentro del fagolisosoma, o pueden atacar la pared de la membrana fagosomal
liberando al organismo dentro del citoplasma. Los antigenos polisacaridos
tienden a inducir fuertes respuestas humorales lo que es de gran importancia
taxonomica y diagndstica, pero proveen poca o0 nula proteccion hacia el
huésped. Por otra parte, antigenos proteicos tienden a inducir respuestas
celulares, algunas de las cuales pueden ser protectoras. Algunas de estas
proteinas muestran una homologia cercana y son llamadas proteinas de
choque, y se liberan tanto en células eucariotas como procariotas ante la

exposicion a un insulto medioambiental (Collins, 1994).

El procesamiento de los antigenos micobacteriales por los macréfagos y la
presentacion a los linfocitos T juega un papel fundamental en la liberacién de
las linfocinas apropiadas para la activacion completa de los mecanismos

bactericidas de las células fagociticas (Thoen et al., 2006)?.

Macrofagos: ElI macréfago es la célula huésped primaria para el
crecimiento intracelular de M. bovis; luego de la deposicion del bacilo en la
superficie respiratoria, la fagocitosis asegura su interaccion con las células de la
respuesta innata y adquirida (Pollock et al., 2006). La micobacteria es
fagocitada por mudltiples vias incluyendo receptores del complemento y
receptores de manosa. La activacion inicial y la respuesta de citocinas de
macrofagos a la micobacteria pueden estar mediadas por la interaccion de
receptores tipo Toll (RT). Estos son miembros de la familia de receptores de
Interleucina 1 (IL-1), una molécula involucrada en la resistencia innata a
microbios. Las endotoxinas activan las células por la interaccién con CD14 y
RT, y por el componente de la pared celular lipoarabinomanosa (LAM)
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micobacterial. La infeccién con M. tuberculosis virulento disminuye la viabilidad
de los macrofagos alveolares, y la inhibicion del Factor de Necrosis Tumoral o
(TNFo) puede parcialmente revertir esto. En el caso de M. tuberculosis H37Ra,
y M. bovis BCG, aproximadamente el 85% de las bacterias se encontraban en
el fagolisosoma a las 6 horas post-infeccién, mientras que para la cepa M.
tuberculosis H37Rv cerca de las 2hr (McDonough et al., 1993).

La muerte de macréfagos infectados puede ser asociada con la muerte de
la micobacteria contenida. Aunque, se sugiere que la reduccién del nimero de
bacilos se debe a la apoptosis de monocitos infectados, y no por la muerte en el
tejido necrotico. La apoptosis inducida por adenosin trifosfato (ATP) promueve
la destruccion de M. tuberculosis virulento dentro de los macréfagos, asi como
ocurre por la induccion con el Ligando Fas y el peroxido de hidrégeno (Rook et
al., 2001). Macroéfagos infectados también son conocidos por secretar citocinas
incluyendo IL-8, RANTES y MCP-1 las cuales ayudan en el reclutamiento de
linfocitos y a la formacién del granuloma, lo que conduce al confinamiento de la
micobacteria. M. tuberculosis infecta macrofagos que secretan mas IL-10 que
IL-12, lo que pude actuar como supresor de la respuesta Thl. Un patron similar
de secrecion se observa en monocitos bovinos derivados de macrofagos que
preferentemente secretan IL-10 que IL-12. IL-10 puede también inhibir la
exportacion de moléculas del Complejo Principal de Histocompatibilidad (CPH)
tipo Il a la superficie celular, lo cual puede regular la respuesta de los Linfocitos
T hacia una disminucion de su actividad. La habilidad reducida de estas células
a la activacion de los linfocitos T combinado con el reclutamiento de células
para la formacién del granuloma pude ayudar a la persistencia de la
micobacteria dentro del huésped. Sin embargo, se conoce bien que la
estimulacion de los macréfagos por otros componentes de la respuesta inmune,
como IFNy o TNFa, puede incrementar la actividad microbicida del macrofago lo
que esta asociado a la reduccion de la secrecién de Interleucina 10 (IL-10)
(Hope y Villarreal, 2008).
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Evasion de las Funciones Antimicrobiales de los Macroéfagos: La
micobacteria evade mediante varias estrategias su destruccion por los
macrofagos. Cuando es fagocitada via receptores de manosa falla al disparar
los eventos de destruccion. También inhibe la sefializacion de los receptores del
complemento mediados por Ca? Asimismo puede inhibir la acidificacion del
fagosoma y modificar el trafico intracelular de vacuolas, de esta forma parece
gue son parte del compartimento de reciclaje endosomal, mas que parte toxica
del fagolisosoma. Estas vacuolas liberan cantidades de LAM la cual se inserta
dentro de los dominios ricos en glicosilfosfatidilinositol (GPI) en la membrana
celular. Entonces, el patron de citocinas liberadas de los macréfagos cambia,
asi la activacion de macrofagos es disminuida y el reclutamiento de células T

de igual forma (Rook et al., 2001).

Células Dendriticas (CD): Son las mas potentes Células Presentadoras
de Antigenos (CPA) y son el inicio de las respuestas inmunes en animales
(naive). Ademas de su capacidad como CPA, las CD también pueden actuar
como moduladores de la respuesta inmune y ser un punto de unién con las
respuestas inmunes innatas y adaptivas. La respuesta innata de las CD a los
antigenos micriobiales puede polarizar la respuesta de las células T. Esto esta
ligado a su capacidad de producir citocinas como IL-12 e IFN-y que puede
regular ascendentemente la secrecion de IFN-y por los linfocitos T y las células
NK. La interaccion de las CD y la micobacteria aumenta su expresion de
moléculas de superficie que estan involucradas con las células T, de notar CMH
tipo 1l y moléculas coestimuladoras CD40 y CD80. CD muestran para una
infeccion con M. bovis pero no BCG, resultando en un alto nivel de regulacién
ascendente de CD40 y CD80 (Hope y Villarreal, 2008).

Linfocitos T CD8*: Un importante rol de las células T CD8* en la infeccion
micobacterial ha sido sugerido por diversos experimentos en modelos murinos y
humanos, la inmunizacion de ratones con plasmidos que expresan antigenos

micobacteriales, como hsp65, 85A o 38-kDa resultan en la generacién de
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antigenos especificos CD8* citotdxicos asociados con proteccidbn ante un
desafio con M. tuberculosis (Liébana et al., 1999). Estas células han mostrado
ser citotéxicas, aunque el mecanismo de éstas es controversial. La mayoria de
los Linfocitos T Citotoxicos (LTC’s) actian lisando células infectadas y
permitiendo la liberacidn de la micobacteria para ser fagocitada por macréfagos
activados y no infectados que pueden llegar a destruirla. Sin embargo,
actualmente parece ser que algunos LTC’s destruyen M. tuberculosis
directamente via proteinas granulares asociadas, como la enzima granulysin
(granulisina), actuando como perforinas. Por otra parte, los LTC CD4*, no
reducen la viabilidad de la bacteria contenida. El principal rol de las células
CD8* en este punto es la produccion de IFN-y. Existen células CD8* que
reconocen células infectadas con TBB y secretan IFN-y en la sangre, pero esto
no parece contribuir con el control de la proliferacion intracelular de M.
tuberculosis. La mayoria de las células CD8* especificos a TBB reconocen sus
antigenos en asociacion con CPH Tipo I, sin embargo se sabe ahora que estan
restringidas por otra molécula, como es el caso de los Linfocitos CD1
Restrictivos (Rook et al., 2001).

Linfocitos CD1 Restrictivos: El exacto rol de CD1, y las células CD1
restrictivas, tanto en la proteccién como en la patologia de tuberculosis, ha sido
muy dificil de evaluar, debido a que en ratones, donde se ha desarrollado este
estudio, posee una molécula homéloga CD1d pero no es homéloga en el
humano CD1a, b o c. Los receptores de las células T (CD4-, CD8 y af), pueden
reconocer los lipidos de la micobacteria en el contexto de CD1. El mecanismo
efector predominante parece ser la secrecion de IFN-y y la interaccion de
CD95/CD95L, y rara vez causa la muerte de la micobacteria. Esto sugiere que
su papel es la regulacion rio abajo de la respuesta inflamatoria local dada la
remocion de antigenos adheridos a la células que presentan antigenos (Rook et
al., 2001). Los factores de virulencia del LAM de M. tuberculosis y fosfatidil
inositol manosa (PIM), son antigenos glicolipidos que se unen a CD1b y CD1d,

permitiendo la activacion de CD1b restrictor de las células Th o y CD1d
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restrictor de células natural killer (NKT), respectivamente. Otros antigenos de
(M. tuberculosis) como acido micélico, también estimula CD1d restrictor de
células T. Todas las CPA’s, incluyendo células B, presentan antigenos a CD1d.
Las células NKT estimuladas por a-galactosilceramida produce Interleucina 4
(IL-4), consistente con crear una citocina envolvente necesaria para la
produccién de anticuerpos. Los efectos en las células NKT en las células B
también se conoce son dependientes de IL-4 (Lang and Glatman-Freedman,
2006).

Accion Inmunolégica de Vacunas ADN: Una vacuna ADN consiste en
un gen ajeno de interés clonado dentro de un plasmido bacterial. Contiene el
origen de replicacién lo que permite el crecimiento en la bacteria. El exacto
mecanismo por el que las vacunas ADN inducen una respuesta inmune en el
huésped aln no se entiende completamente. Después de la generacion in vivo,
los péptidos antigénicos son procesados y presentados por las células
presentadoras de antigeno, como las células dendriticas, ya sea a través de
una transfeccién directa o por la obtencion de proteinas de miocitos via
presentacion cruzada, para posteriormente via CPH tipo |y Il, y asi inducir una

respuesta de tipo celular y humoral (Dhama et al., 2008).

El tipo y la fuerza de la respuesta inmune son afectadas no solo por el
antigeno vacunal sino también por el sitio y mecanismo de liberacion. La
vacunacion con ADN via intramuscular tiende a promover una respuesta
inmune que esta caracterizado por la produccion de IFN-y por los Th e
inmunoglobulinas IgG2a (Dunham, 2002). La inmunizacion genética induce
anticuerpos Yy la respuesta de tipo celular que incluyen a CD4* y CD8*" que son
producto de las células T. Las vacunas ADN han inducido proteccion inmune
contra una gran cantidad de patégenos y tumores, mas recientemente contra
micobacteria (Kamath et al., 1999). La inmunizacién con el pldsmido de ADN
puede inducir una fuerte respuesta de anticuerpos contra una gran variedad de

proteinas en especies animales, incluyendo ratones, primates no humanos, y
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mas recientemente humanos. La respuesta humoral generada por vacunas
ADN ha mostrado ser protectora en varios modelos animales in vivo
(Gurunathan et al., 2000).

Infecciones experimentales con M. bovis han demostrado que de todos los
subtipos de células T, las principales involucradas en el progreso de la infeccion
son (yd, CD4 y CD8 células T). De particular importancia en la respuesta a M.
bovis es el desarrollo de una respuesta inmune de tipo Thl tipo IFN-y. En
ganado infectado experimentalmente con M. bovis, las células de memoria T
CD4 presentan una poblacién dominantemente productora de IFN-y. Las células
de memoria T CD8 también han sido identificadas como productoras
importantes de IFN-y. En el control del crecimiento micobacterial, las células
CD4 contribuyen a la inhibicion intracelular del crecimiento de los bacilos,
mientras que las células T CD8 lisan macrofagos infectados con M. bovis
(Pollock et al., 2006).

Signos Clinicos

La TBB es generalmente de curso crénico, variable y en algunos casos de
forma sub-clinica. Usualmente toma muchos meses incluso afios para el
desarrollo de signos clinicos. En la mayoria del ganado infectado la enfermedad
es inaparente, y su presencia se hace evidente por medio de la aplicacién de la
prueba de tuberculina, pero si los signos clinicos aparecen, su naturaleza
dependera del 6rgano o sistema involucrado y la severidad de la infeccion.
Debido a la complejidad de la enfermedad, las manifestaciones clinicas y
patolégicas pueden variar substancialmente. Animales con lesiones
diseminadas gradualmente presentan anorexia y manifiestan temperatura
fluctuante, el pelo se torna hirsuto y pueden eventualmente presentar
emaciacion, pero sus 0jos permanecen claros. Los signos se tornan aun mas
evidentes durante el estrés tal como ocurre en el periodo posparto o como

resultado de malnutricién (Coetzer y Tustin, 2004).
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Métodos de Diagnéstico

Normatividad Mexicana para el Diagnéstico de TBB: La toma de
muestras para estudios histopatolégico y bacterioldgico se realizard de la
siguiente forma: Se seleccionardn y tomaran muestras de los siguientes
organos que presenten lesiones compatibles con tuberculosis o secreciones
sugestivas: a) Nédulos linfaticos. Tomando muestras preferentemente de los
nodulos de la cabeza, preescapulares, mediastinicos anteriores y posteriores y
bronquiales derecho e izquierdo. En el caso de tuberculosis miliar tomar
muestras de nédulos mesentéricos. b) Pulmones. La lesion tuberculosa puede
ser caseosa o calcificada o una cavidad franca. De este 6rgano se tomaran
muestras de 2 cm por lado de las lesiones presentes. c) Utero en caso de
metritis tuberculosa. Se caracteriza por secrecion continua de grandes
cantidades de pus amarilla teniendo el aspecto de leche cuajada. Se tomaran
las muestras del érgano y de este exudado. d) Otros 6rganos. También se
tomaran muestras de los siguientes oOrganos cuando presenten lesiones
sugestivas de tuberculosis: bazo, higado, rifibn, médula O6sea, ovarios,
testiculos y glandula mamaria. Si el animal es positivo a la prueba de
tuberculina y en la necropsia no presenta cambios que sugieran la infeccién del
animal, entonces se deberan enviar al laboratorio nédulos de la cabeza como
los retrofaringeos, mandibulares, parotideos y las tonsilas faringeas, asi como
los mediastinicos y mesentéricos. Todas las muestras deberan estar
perfectamente identificadas, anotando: Nombre del propietario, ubicacion de la
explotacion de origen, donde se obtuvo la muestra, érgano, descripcion del
animal: especie, raza, sexo y edad; identificacion precisa del animal como arete,
marca, u otro; nombre, registro y domicilio del Médico Veterinario oficial o
aprobado que remite la muestra; destino del canal y visceras, ya sea decomiso
parcial o total (NOM-031-ZO0-1995).

Diagndstico bacteriolégico: a) Examen directo: Mediante la tincidén de
Ziehl Neelsen o de nueva fucsina para microorganismos &cido alcohol
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resistentes en frotis realizados con el material sospechoso. En caso de ser una
muestra positiva, con esta tincion se observaran bacilos tefiidos de color rojo.
Puede utilizarse la microscopia de fluorescencia mediante la tincion con
auramina-rodamina, auramina acridina o auramina fenol, que tifie a la bacteria
de color verde brillante. b) Examen indirecto: Cultivo, aislamiento e
identificacion del Mycobacterium, a través de la siembra de material
sospechoso en medios especiales como Herrolds con y sin huevo, Middle Brook
y Stonebrink, Petragnani, ATS y Lowenstein Jensen (NOM-031-Z0O0-1995).

Diagndéstico histopatoldgico: Se deberd utilizar la tincion de
hematoxilina-eosina. Esta técnica permite identificar cualquier cambio
morfologico de los tejidos, asi como la presencia de los granulomas. Ademas
pueden utilizarse las tinciones de Ziehl Neelsen y nueva fucsina en cortes o

improntas realizados con el material sospechoso (NOM-031-Z0O0-1995).

Forma de envio de muestras para el aislamiento bacteriol6gico: Es
necesario sumergir los tejidos en solucion saturada de borato de sodio, si se
trata de ndédulos aparentemente afectados se deberan enviar completos sin
grasa; si se trata de otro tejido, se debera seleccionar la posible lesion y enviar
muestras no mayores de 2 cm por lado. El tiempo maximo en que debe
permanecer el tejido en la solucidon de borato de sodio es de 10 semanas, si el
tiempo es mayor la muestra se deshidrata (NOM-031-ZO0-1995).

Forma de envio de muestras para estudio histopatoldgico: Las
muestras con lesiones sugestivas a tuberculosis deberan fijarse con formol
amortiguado al 10%, el tamafio de las mismas debera ser de aproximadamente
de 2 cm por lado y en una proporcion de una parte de tejido y nueve de fijador
(formol) (NOM-031-ZO0-1995).

Examen Fisico: Requiere palpacién de todos los nddulos linfaticos
superficiales y ubres, percusion y auscultacion del area pulmonar. El
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diagnéstico clinico de tuberculosis debe confirmarse con pruebas de laboratorio.
La confirmacioén final es dependiente del cultivo e identificacion del organismo
causal. El bacilo tuberculoso puede tentativamente identificarse por microscopio
de luz, preparando el contenido de las lesiones y tifiéndolas bajo el método de
Ziehl-Neelsen (Coetzer y Tustin, 2004).

Patologia: El examen de lesiones macroscopicas durante la necropsia,
debido a que la TBB es una enfermedad que afecta el sistema reticulo
endotelial, las lesiones pueden ocurrir en los nddulos linfaticos (NL) en
virtualmente cualquier parte del cuerpo. El grado de sensibilidad para detectar
las lesiones depende del tiempo y diligencia de la persona a cargo del examen.
Cuando se encuentran lesiones granulomatosas sospechosas a TBB deben ser

remitidas para confirmacion bacterioldgica e histopatolégica (Corner, 1994).

Bacteriologia: Los principales factores que influyen en el éxito del
aislamiento de M. bovis de especimenes clinicos son: el medio de cultivo, el
procedimiento de descontaminacién y las condiciones de incubacion. Las cepas
de M. bovis requieren medios enriquecidos para crecer. EI medio utilizado es a
base de huevo (Stonebrink y Lowensteins-Jensen con piruvato), o agar basado
y enriquecido con suero y/o sangre, también llamado B83. La descontaminacién
de especimenes es frecuentemente necesaria ya que permite el aislamiento de
M. bovis sin la contaminacion por otros microorganismos. Se utiliza para esto,
generalmente, hexadecylpyridinium chloride (HPC) al 0.075%, Benzalkonium
chloride al 0.25%, acido oxalico al 5.0% e hidroxido de sodio al 2%. La
identificacion de aislamientos de M. bovis requiere tradicionalmente de conocer
las caracteristicas de la morfologia y tincién de las colonias, junto con pruebas

bioquimicas (Corner, 1994).

Tuberculina: Dado que la respuesta IMC es dominante en la inmunidad
anti-micobacterial temprana (48 — 72hrs post inoculacion del Derivado Proteico
Purificado (PPD) (De la Rua-Domenech et al., 2006), la estimulacion de las
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células T de memoria con antigenos micobateriales proveen un medio para el
diagndstico temprano de la infeccién por M. bovis. La Prueba de Tuberculina es
la méas frecuentemente utilizada, provee una medicion de la IMC dependiente
de la hipersensibilidad de tipo retardado reaccionando a la tuberculina (Cuadro
1). Preocupaciones sobre la especificidad y sensibilidad de la prueba dérmica,
junto con la necesidad de una deteccién temprana de la infeccion por M. bovis,
ha conducido a la busqueda de pruebas alternas (Pollock et al., 2006). En el
estandar internacional del diagndstico antemortem de TBB, la aplicacion de un
pequefio volumen de tuberculina bovina dentro de la piel, se conoce como
prueba intradérmica simple, la cual puede aplicarse en la regién media cervical
o en la base de la cola. La prueba intradémica simple comparativa, implica la
aplicaciéon simultanea de tuberculina bovina y aviar lado a lado dentro de la piel

en el cuello del animal (De la Rua-Domenech et al., 2006).

Serologia: La prueba Gamma Interferon (IFN-y) de laboratorio para
detectar respuestas IMC ha sido utilizada para determinar la respuesta de
linfocitos de animales infectados con M. bovis. En esta prueba se estimula in
vitro con antigenos micobacteriales. El desarrollo de la prueba IFN-y ha
contribuido significativamente al diagnéstico de la tuberculosis bovina, y puede
detectar animales infectados antes del inicio de la respuesta dérmica de la
hipersensibilidad de tipo retardado (Pollock et al., 2006). Esta prueba evalta la
IMC mediante la deteccion de IFN-y en respuesta a un antigeno especifico bajo
un sistema de cultivo con sangre completa, ante antigenos M. bovis PPD, ya
gue estos antigenos estan presentes en los linfocitos en el cultivo de sangre. La
produccién de IFN-y de las células es detectada con base a un anticuerpo
monoclonal mediante un Ensayo de Union Inmunoadsorbente de Enzima
(ELISA) (Diaz et al., 2003).

Técnicas Moleculares: La biologia molecular ha desarrollado
herramientas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para el

diagnostico de enfermedades bacterianas intracelulares y de dificil crecimiento.
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Cuadro 1. Criterio de Diagnéstico utilizado para interpretar las reacciones de piel debido a la prueba de

tuberculina intradérmica.

Prueba Realizada Reaccion Mayor Mediana Reaccion Menor

Hato Negativo
Tuberculina sola Sospechoso >6mm< Negativo

Prueba comparativa Sospechoso (4mm o méas de reacciona >+3mmc< [tuberculina Negativo

tuberculina) bovina menos aviar]

Hato Positivo

Tuberculina sola Positivo >4mm< Negativo o Sospechoso
Positivo (4mm o mas de reaccién a >+3mmx< [tuberculina Negativo o Sospechoso
tuberculina) bovina menos aviar]

Adaptado de Coetzer and Tustin, 2004.
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Una region repetitiva (DR) presente Unicamente en miembros del complejo
M. tuberculosis, que flanquea la secuencia 1S6110. Esta regidén consiste en una
serie de secuencias idénticas de 36 pares de bases (pb). Separadas entre si
por regiones variables de 34 o 41 pb. Esta regién es detectada en aquellas

muestras procesadas bajo esta técnica (Diaz et al., 2003).

Existen dos pasos claves en el desarrollo de los analisis basados en PCR.
El primero es la seleccion de un elemento amplificador de ADN que sea
especifico a M. bovis 0 a M. bovis y a otras especies del complejo tuberculoso y
el segundo es el desarrollo de un método confiable que extraiga muy pocos
organismos del tejido lesionado o muestra, de forma tal que su ADN pude ser
amplificado por PCR (Collins et al., 1999).

Estudios sobre Sensibilidad y Especificidad: Para el caso de ambas
pruebas, los valores de sensibilidad y especificidad, varian, de forma tal que,
Monaghan et al., 1994, estimo que la sensibilidad de la prueba de tuberculina
variaba entre 68-95% vy la especificidad entre el 96 y 99%, mientras que,
Lilenbaum et al., 1999 después de realizar una comparacion entre la prueba de
tuberculina e IFN-y, determind que la sensibilidad relativa para la primera es de
88.3% Y la sensibilidad relativa para IFN-y fue del 100%. Gonzélez et al., 1999
luego de realizar una evaluacion de las pruebas de tuberculina e IFN-y
comparadas con la prueba de oro para tuberculosis (aislamiento de M. bovis)
obteniendo una sensibilidad de 80.2 y 84.9% respectivamente. Mientras que un
estudio realizado por Ryan et al., 2000, muestra que la prueba de IFN-y
presenta una sensibilidad y especificidad de 85 y 93% respectivamente.
Recientemente Gormley et al., 2006, los valores de IFN-y (88% sensibilidad y
95% de especificidad) y prueba de tuberculina (74% de sensibilidad y 99.9% de
especificidad). Cagiola et al., 2004, en un estudio sobre el analisis de los
posibles factores que afectan la especificidad de IFN-y y prueba de tuberculina,
en el que obtuvo los siguientes resultados, la especificidad para IFN-y fue de

97.3% y de 96.8% para la prueba de tuberculina. Luego de la revision y andlisis
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de diversos experimentos, es claro que, aun existe una variacion de la
sensibilidad y especificidad de la prueba de PCR entre laboratorios (Zumarraga
et al., 2005).

Prevencion

El principal propdésito en el control de la tuberculosis es eliminar el riesgo
de infeccién hacia los humanos, y en paises desarrollados el propdésito de la
vacunacion del ganado es lo ideal para prevenir el establecimiento de la
infeccion. Mientras que la vacunacibn no sea completamente efectiva, el
diagndstico mediante pruebas debe realizarse en asociacion con la vacunacion,
donde animales vacunados no deban reaccionar a la prueba de tuberculina o
pruebas diagnosticas alternas. BCG es actualmente la vacuna comercialmente
disponible contra tuberculosis, su eficacia en humanos varia desde 80 a 0%,
gran cantidad de estudios se han hecho respecto a esta vacuna, por otra parte
estudios sobre otras alternativas, tal como, vacunas ADN realizados en
modelos de pequefios animales, no han mostrado resultados sobresalientes,
ejemplos de algunas proteinas micobacteriales expresadas en estas vacunas
son: MPB70, MPB83, Hsp65, Hsp70 y Apa. Una excepcion en los resultados de
las vacunas ADN, fue cuando se combinaron con la proteina coestimuladora
ESAT-6, mostrando un efecto en la reduccion de lesiones tuberculosas y en el

conteo bacterioldgico (Buddle et al., 2006).

Zoonosis

Histéricamente M. bovis ha sido asociado con tuberculosis extrapulmonar
en niflos, usualmente ocurre debido al consumo de leche que no ha sido
pasteurizada o hervida, proveniente de ganado infectado. A lo largo del tiempo
se ha recopilado informacion sobre los casos de tuberculosis bovina en
humanos en algunos paises (Cuadro 2). En los afios 90's y 2000°s las
principales causas de TB debido a M. bovis en paises industrializados han sido:
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Cuadro 2. Reporte de casos, revisiones y reportes epidemioldgicos
concernientes a casos de tuberculosis humana debido a Mycobacterium

bovis entre 1966 — 2005, distribuidos por década, region o pais de origen.

Regiones/Paises 1966-1975 1976-1985 1986-1995 1995-2005

Oeste Europa 37 10 11 36
Este Europa 13 9 4 0
Estados Unidos

/ Canada 7 7 16 10
Latino América 3 1 5 3
Australia /

Nueva Zelanda 0 1 6 2
Africa 5 1 2 11
India, Israel,

Taiwan, Turquia 0 0 3 3
WHO /OIE / FAO

/ IUATLD 2 0 3 3
Total 67 29 70 68

Cifras segun el numero de casos publicados.
Adaptado de Thoen et al., 2006



25

= Lareaparicion de la tuberculosis debido a la inmigracion.

» La presentacién de la enfermedad debido a M. bovis, debido a una
reactivacion o por infeccion primaria en pacientes positivos al virus
de la inmunodeficiencia humana (VIH).

v' Casos en animales domésticos o mamiferos silvestres que
pudieron transmitir la enfermedad al humano.

= Contagio via aérea de M. bovis en cuidadores de animales o

trabajadores de la industria de la carne. (Thoen et al., 20062).

La infeccién al humano puede ocurrir al inhalar aerosoles o a través de
leche contaminada. Los aerosoles son el resultado de las excreciones de los

animales. Esta ruta conduce a una tuberculosis respiratoria (Biet et al., 2005).

Tratamiento

Existen diversas drogas para combatir la TBB, tal como, Rifampicina,
Isoniazida y Estreptomicina, M. tuberculosis tiene la habilidad de mutar los
genes que son el objetivo de estas drogas y crear resistencia a ellos (Sechi et
al., 2001). El tratamiento de la TBB no se sigue usualmente en los Estados
Unidos y otros paises debido a la naturaleza cronica de la enfermedad, su

potencial efecto zoonético y el costo del tratamiento.

Isoniazida: Ha sido utilizado profilacticamente para el control de la
tuberculosis en zooldgicos y parques con variables resultados. Las desventajas
de utilizar isoniazida incluyen un pobre rango de éxito (superior al 25% en casos
refractarios), el tratamiento de emergencia de cepas resistentes a drogas,
secrecion de isoniazida en la leche y el peligro de recaida cuando el tratamiento
con drogas es suspendido. M. bovis es sensible a isoniazida, estreptomicina,
acido para aminosalicilico, rifampicina y tiacetazona (Howard y Smith, 1999).
Isoniazida es la droga antituberculosa de mayor uso que se prescribe

diariamente en millones de dosis a nivel mundial. El bacilo tuberculoso es
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excepcionalmente sensible a isoniazida, que es activada peroxidativamente por
la KatG catalasa-peroxidasa de M. tuberculosis para producir dafio dentro de la
bacteria (Timmins et al., 2004). La Isoniazida inhibe la sintesis del acido
micolico, el cual es parte de la pared celular de la micobacteria, provocando la
acumulacion de cadenas largas de acidos grasos y muerte celular (Vilchéeze y
Jacobs, 2008).

Métodos de Control y Erradicacion

La experiencia de Estados Unidos (EU) y Canada sobre la erradicacion de
la TBB fue similar en muchos parametros: prevalencia inicial de la enfermedad,
programas iniciales y de progreso y filosofias subyacentes en las politicas del
programa. En el caso de EU, en 1917 el programa inicio como un programa de
erradicacion con la aprobacion de indemnizacion a propietarios que eliminaran
sus animales enfermos y nunca desviaron su meta de la erradicacion. Iniciaron
proveyendo de “estatus de acreditacion por area” basados en programas que
median la prevalencia y “hatos acreditados libres” estableciendo fuentes para
proveer animales libres de TBB. Durante 50 afios se mantuvieron vigilando,
tiempo durante el cual se redujo del 5% a menos del 0.3%. Utilizando la prueba
de Tuberculina, probaron el 15% del ganado de cada estado por afo. El estatus
de Estado Acreditado Libre se proveia dificilmente debido a que se requerian
de 5 afios consecutivos confirmado como libre de TBB y de cumplir con las
reglas del Métodos Uniformes de Erradicacion de Tuberculosis Bovina (UMR).
La importacion de becerros desde México incrementa potencialmente la
exposicién del ganado residente. Canada inicié su programa de erradicacion en
1923, encontraron una prevalencia del 0.11%. De las 10 provincias que

constituyen Canada, 8 son areas libres (Essey y Koller, 1994).

Hay tres puntos cruciales a los que el control debe enfocarse: 1)
Prevencion: esta generalmente aplicada a aquellas medidas designadas a
excluir la enfermedad de poblaciones no afectadas. 2) Control: describe los
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esfuerzos directos seguidos para reducir la frecuencia de la enfermedad en
niveles biolégicamente y/o econdémicamente justificable o que generen las
menores consecuencias. 3) Erradicacion: describe los esfuerzos para eliminar
organismos patdégenos seleccionados de un area determinada y son
usualmente dirigidos a interferir con la historia natural de un organismo
infeccioso y no permitir su diseminacién o provocar su eliminacion (Collins,
2006).

En sitios donde la produccion es predominantemente de tipo ganado
vacuno de produccion de carne y leche, donde todos los animales mayores de 6
semanas son testados anualmente con la prueba intradérmica comparativa
cervical. De acuerdo a los estatutos normativos en cada pais, pero como regla
oficial, animal testado con resultado positivo, debera ser sacrificado y el hato
involucrado estara sometido a restricciones de movilidad. Los animales
reactores serdn sometidos a una exhaustiva inspeccién sanitaria en rastro,
tomando muestras de nddulos linfaticos y tejidos apropiados para confirmacion
histoldgica y bacteriolégica (Abernethy et al., 2006).

Los programas basados en pruebas regulares de tuberculina y remocién
de animales infectados han sido exitosos en erradicacion o la marcada
reduccion de la tuberculosis bovina en hatos infectados en muchos paises
industrializados. Sin embargo, estos programas no son viables o aceptables en
muchos paises en vias de desarrollo debido al alto costo implicado en su
implementacion y a la falta de subsidios que permitan el reemplazo de los
animales sacrificados y en estos paises la tuberculosis bovina continua siendo
un alto riesgo para la salud publica y la produccién de leche (Buddle et al.,
2006).

Vacunas contra TBB

BCG
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La implementacién de programas nacionales contra TB bovina, basados
en la prueba de tuberculina y la erradicacion de animales infectados, ha
permitido la erradicacion o al menos una mayor reducciéon en la incidencia de
TB bovina. Sin embargo, estas medidas de control son solo parcialmente
efectivas en paises como Reino Unido, Irlanda y Nueva Zelanda, donde se tiene
un reservorio de animales silvestres infectados. Recientes avances en el
estudio inmunolégico y molecular sobre la micobacteria han incrementado
enormemente las opciones de vacunas contra TB bovina. Dentro de las cuales
se encuentran principalmente las vacunas vivas atenuadas como la BCG y
otras cepas atenuadas de M. bovis, aunque mas recientemente ha surgido el
desarrollo de vacunas basadas en proteinas de las micobacterias 0 su ADN
(Buddle, 2003).

M. bovis Bacilo Calmette-Guerin (BCG) es la vacuna mas utilizada en
humanos en el mundo con un estimado de 3 billones de dosis que han sido
administradas desde que se descubrid y se realizaron las primeras pruebas en
los afios 1920’s. BCG es una cepa viva atenuada de M. bovis y fue
originalmente derivada de vacas con mastitis tuberculosa. A pesar de su
extensa utilizacién, la eficacia de BCG variaba enormemente en estudios en

humanos y animales entre el 0 y 80% de proteccion (Aldwell et al., 2003).

La vacuna BCG ha sido utilizada por mas de 70 afios, muestra
actualmente una eficacia variable, demostrado en varios experimentos
cuidadosamente controlados, que sugieren que la capacidad de BCG para
prevenir la Tuberculosis (TB) del tipo primaria adulta esta severamente
limitada. En afios recientes nuevas vacunas, incluyendo cepas BCG
recombinantes, vacunas ADN vy otras, han sido desarrolladas y evaluadas
activamente en animales. Se reporta que en ratones se previene
completamente la reactivacion bacteriana de aquellos con infeccion tuberculosa
latente al aplicarles una vacuna ADN que exprese la proteina Hsp60 (Repique
et al., 2002).
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Una vacuna para ganado debe inducir proteccién sin hacer reaccionar a
los animales a la prueba intradérmica de tuberculina cuando se expone a M.
bovis. La vacunacion por si misma no debe inducir una respuesta de la prueba
de tuberculina a menos que otra prueba de diagnostico se desarrolle para
distinguir los animales vacunados de los infectados con M. bovis. La seguridad
para los seres humanos y la minima reaccién en el sitio de vacunacion en
ganado son también consideraciones importantes (Buddle et al., 2002; Skinner
et al., 2001). La forma en la cual un antigeno es entregado al sistema inmune
puede desempefar un papel crucial en su capacidad de inducir una respuesta
protectora. Los genes que codifican los antigenos dominantes se pueden
incorporar dentro de una bacteria heterdloga, viva, atenuada y vacunas virales
para tomar ventaja de su capacidad de estimular caminos inmunes particulares.
Por ejemplo, BCG por si misma se ha utilizado como sistema de entrega para
antigenos recombinados y, mientras que la mayor parte de los antigenos
estudiados hasta la fecha se comparten entre BCG y M. tuberculosis, las
estrategias podrian ser consideradas facilmente por las cuales BCG es sobre
producido en grandes cantidades para obtener un antigeno de interés particular.
La importancia de defender diversos sistemas de entrega es ilustrada por el
caso de Hsp65-kDa. La inmunizacion de ratones con la proteina Hsp65-kDa en
coadyuvante dio lugar a una proteccién no significativa, la inmunizacién con la
misma proteina expresada en a varias células transfectadas produjeron

proteccién contra desafio subsecuente in vivo (Young y Duncan, 1995).

En el Reino Unido, el control de la TBB esta basado en la estrategia de
deteccién y sacrificio, por medio de la prueba de tuberculina para identificar
animales infectados, esto ha generado la necesidad de la generacion de nuevas
vacunas, ya que en un experimento realizado en un grupo de bovinos la
respuesta inmunoldgica generada en aquellos animales vacunados solamente
con BCG, medida en el porcentaje medido de IFN-y obtuvo una media de entre
0 a 0.12 células CD8+ IFN-y, la cual fue menor que la otra vacuna utilizada en

otro grupo (Vordermeier et al., 2004).
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La vacuna viva de BCG esta normalmente preparada como liofilizado, la
muerte de BCG asociada con la deshidratacion y rehidratacion puede influir en
su eficacia protectora, por lo que la BCG muerta tiene una pequefa eficacia
protectora. Para determinar lo anterior se seleccioné un grupo de ciervos rojos
(Cervus elaphus) saludables, posteriormente fueron infectados con una cepa de
M. bovis en dosis de 1 x 10* Unidades Formadoras de Colonias (CFU), luego
fueron vacunados con tres dosis con diferente concentracion de CFU, a las 8
semanas, luego se extrajeron muestras sanguineas y los resultados fueron los
siguientes: los animales vacunados con una dosis baja de BCG (5 x 10* CFU),
produjo una proteccion significativa contra la infeccién (P<0.05), comparado
con los no vacunados, la dosis media (5 x 107 cfu) produjo una proteccion
significativa contra la infeccién (P<0.05). Mientras que la vacunacién con una
dosis alta (5 x 108 cfu), no produjo una proteccién significativa contra la
infeccion (Griffin et al., 1999).

Vacunas BCG recombinantes

Las vacunas recombinantes BCG (rBCG) pueden ser Utiles para el
desarrollo de mas efectivas vacunas micobacteriales que las BCG actualmente
utilizadas. Esto, a través de dos estrategias, una es produciendo una gran
cantidad de antigenos protectores autdlogos y dos, alterando la permeabilidad
de las membranas de los fagosomas en las células hospedadoras (Ohara y
Yamada, 2001).

Aunque la evolucion divergid6 genémicamente a M. bovis de M.
tuberculosis, la produccién de proteinas de bajo peso molecular como ESAT-6
induce una potente respuesta inmune. El uso de vacunas recombinantes de
BCG ha generado resultados tales como: inducciéon de la proliferacion
esplenocitica y produccién de IFN-y en respuesta a PPD, lo cual indica una

vacunacién satisfactoria (Pym et al., 2003).
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La inmunizacion de ratones con vacunas rBCG, inducen las respuestas
inmunes celulares y humorales contra una variedad de antigenos. La respuesta
inmune ejercida por la aplicacion de BCG puede interferir con la

inmunogenicidad de futuras vacunas rBCG (Gheorghiu et al., 1994).

La vacuna BCG, cepa viva o atenuada, es actualmente la Unica vacuna
disponible para la prevencién de TB. En nifios ha mostrado una buena eficacia
contra TB, sin embargo, en la proteccion de TB pulmonar en adultos su rango
de proteccion varia entre 0 a 80%; lo que ha generado la necesidad de nuevas
vacunas que remplacen a la BCG para prevenir efectivamente la TB.
Actualmente existen nuevos tipos de preparados incluyendo rBCG y otras. Por
lo que en un estudio construyeron una rBCG que expresa solo expresa ESAT-6
(rBCG-1) y otra fusionada con Hsp60 (rBCG-2), evaluando la virulencia, la
respuesta inmunologica humoral y celular; se retaron ratones de entre 6 y 8
semanas de edad libres de TB e infectados posteriormente con 108 UFC de M.
bovis BCG, rBCG-1, rBCG-2 y M. tuberculosis H37Rv. Las rBCG’s no mostraron
virulencia obvia en un modelo murino, los niveles de IFN-y de rBCG-1 fueron
estadisticamente mayores que BCG, mientras que no hubo diferencia

estadisticamente significativa al compararse con rBCG-2 (Bao et al., 2003).

Recientemente, la vacunacibn con adenovirus recombinado de
replicacion-deficiente que expresa Ag85A protegio ratones de una infeccidn con
M. tuberculosis, esta vacuna fue probada en bovinos Holstein de seis meses de

edad, e indujo una fuerte respuesta celular e inmune (Vordermeier et al., 2006).

Vacunas Proteicas

El concepto de usar vacunas proteicas contra TB es atractivo desde que la
vacunacién no puede inducir reactividad a la prueba dérmica de tuberculina y la
eficacia de las vacunas no se puede influenciar por la sensibilizacion anterior de

micobacterias ambientales. La vacuna proteica reduce la media de lesiones
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pulmonares de TB en desafios en bovinos e induce una no reactividad a la
prueba dérmica de tuberculina. Sin embargo estos animales pueden presentar
una alta prevalencia de extension extra toracica de la enfermedad que los no

vacunados o que los vacunados con BCG (Hewinson et al., 2003).

Un estudio realizado en 72 vacas Holstein Friesan de seis meses de edad,
libres de TB. Fue puesto a prueba una vacuna con EPF (Extracto de Proteinas
Filtradas) e Interleucina-2 (IL-2), para determinar la capacidad de estimular la
respuesta inmune y la proteccion contra una infeccion intratraqueal de M. bovis,
obteniéndose los siguientes resultados: después de cinco semanas del
experimento se encontrdé que el grupo vacunado con un alto nivel de EPF — IL-2
presentd una mayor produccion de IFN-y y IL-2 que el grupo control y el
vacunado con BCG (Wedlock et al., 2000).

Vacunas ADN

En las vacunas de ADN, el gen para el antigeno es insertado en una
bacteria vector, el plasmido de ADN es amplificado en la bacteria transformada,
posteriormente  purificado e inyectado dentro de un huésped
inmunocompetente. El uso de vacunas ADN para la inmunoterapia de TB es
controversial (Huygen, 2003).

El plasmido de ADN que codifica la proteina de choque térmico 65
(Hsp65) ha mostrado que induce proteccidn y respuesta inmune terapéutica
contra infecciones por M. tuberculosis en modelos murinos cuando son

inyectados repetidamente via intramuscular (Johansen et al., 2003).

Los efectos terapéuticos de la vacuna ADN, muestra estadisticamente una
reduccion significativa en el nimero de bacterias, incremento especifico en la
respuesta de produccion de Gamma Interferon (IFN-y) y resistencia a re-

infeccidbn en un ensayo en ratones hembras de 6 semanas de edad. En un
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ELISA de un lavado de células alveolares, se encontré substancialmente mas
IL-12 en respuesta a la estimulacion no especifica después de la vacunacién

terapéutica con Hsp65 (Lowrie, 2006).

Un estudio realizado en ratones de entre 6 a 8 semanas de edad
infectados con M. tuberculosis resistente a drogas, se midieron varios modelos
de tratamiento contra TBB, de los cuales, el grupo no tratado con respecto a la
variable Numero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por 10° se
obtuvieron los siguientes resultados (5.58 + 1.98; 8.70 £ 2.14 y 13.45 + 2.42)
resultados tomados al mes, tres meses y seis meses respectivamente. Por otra
parte el grupo tratado con 100ug via intramuscular de la vacuna ADN-Hsp65
obtuvo los siguientes resultados (2.62 £ 0.72; 1.57 £ 0.11 y 0.09 £ 0.01) en el
mismo periodo que los no tratados, demostrando con (P<0.001), que la
reduccion en la cantidad de UFC fue significativa, por la utilizacién de la vacuna
ADN (Silva et al., 2005).

Un grupo de ratones fueron inmunizados bajo el siguiente protocolo:
Antigeno recombinante Mycobacterium leprae (M. leprae) hsp65 (rshsp6b,
25ug) emulsificado en FIA e inyectada subcutaneamente (100ul) dos veces
semanalmente luego 25 ng inyectados intravenosamente en solucion salina. La
dosis semanal fue de 105 células inyectadas intravenosamente por cuatro
semanas, también fueron vacunados BCG con bacterias vivas a razén de 10°
en 50ul de solucion salina, asi como también con vacuna ADN que contiene el

gen hsp65, mostrando los siguientes resultados (Cuadro 3) Lima et al., 2001.

En un grupo de 48 vacas Holstein Friesan sanas de entre 5 y 6 meses de
edad, vacunadas con: BCG, vacuna ADN que codifica Hsp65 y no vacunadas;
se encontré que la cantidad de IFN-y formado fue superior en el grupo
vacunado con ADN, que en el grupo vacunado con BCG y no vacunado; con
valores de 1.76+0.17, 1.27+0.08 y 1.65+0.15 Logioen el numero de células

formadoras de IFN-y por 10° células mononucleares sanguineas periféricas
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Cuadro 3. Células productoras de IFN-y o IL-4 en respuesta a PMA plus anti CD3 entre células T CD4 y

CDS8 de ratones inmunizados

Numero de células que produjeron citocinesis.

1 Mes 4 Meses
CD4 CD8 CD4 CD8
Tipo de Inmunizacion IFN-y IL-4 IFN-y IL-4 IFN-y IL-4 IFN-y IL-4
RHsp65-FIA 98+11¢ 36+6 79+10¢ 3145 74+11 1948 84+15 28+7
Hsp65-ADN 2248+861 48+6 1655194 6915 1876+113¢ 5149 968+1569  44+1.
Plasmad ADN 94+3 1943 10647 2644 8418 72413 4019 2817
BCG 451+28¢9 288+28¢ 379+38¢  195+37¢ 389+38¢ 156+36¢ 4214579  195:+¢

PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).

Adaptado Lima et al., 2001
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respectivamente por grupo, respecto a las células especificas a Hsp65 con un
P<0.01 a las 10 semanas post vacunacién (Skinner et al., 2003). La eficacia
demostrada en un estudio realizado por Lima et al., 2003, muestran que la
aplicacion de la vacuna ADN Hsp65 via intramuscular redujo de forma
significativa P<0.01, la cantidad de CFU de Mycobacterium tuberculosis H37Rv

en pulmones de ratones infectados experimentalmente con esta cepa.

La proteccion contra tuberculosis utilizando vacunas ADN ha sido
demostrada en modelos de animales pequefios utilizando diferentes antigenos
micobacteriales. Un estudio realizado en becerras de 6 meses de edad de raza
Friesan, se inmuniz6 a un grupo intramuscular con 1mg de plasmido
pCMV4.65-Hsp65, 3 dosis a intervalos de 3 semanas, otro grupo con M.
tuberculosis-Hsp65 recombinante 2 dosis, la primera 1mg a la tercera semana 'y
la segunda 0.5mg a la sexta semana por animal y el tercer grupo con 1mg
intramuscular de pCMV4.65 1mg intramuscular mas M. tuberculosis-Hsp65
recombinante subcutaneo 1mg a la tercera semana y 0.5mg a la sexta semana.
Se evalué la induccién de respuesta inmune celular en becerros vacunados con
Hsp65 en la produccion de IFN-y del tercer grupo (media = 33.75 DO) se
incrementd marcadamente con relacion a los otros al grupo uno (2.88 DO) y dos
(3.88 DO).

La vacuna de ADN induce una fuerte respuesta inmunomediada de CD4+
y CD8+ en ratones, por un lado los estudios con la vacuna ADN HSP65
sugieren que la proteccion celular es fuerte, es decir, ya que IFN-y es producido
predominantemente por células T CD4+ Thl, lo que viene de la activacion bajo
la influencia de IL-12. Mientras que las células T CD8+ son moléculas CPH tipo
| son restringidas por los efectos de las citocinas como IFN-y que también
exhibe actividades citotoxicas, y dado que la inmunizacion con la vacuna ADN
Ag85A solo estimula fuertemente la respuesta por células CD8+, resulta
deficiente en efecto antimicobacterial, debido a la no estimulacion de las

respuestas celulares (Buddle et al., 2002; Huygen, 2003).



MATERIALES y METODOS

Localizacion.

El presente estudio prospectivo se realizé en un Establo en la Ciudad de
Tijuana, Baja California, Latitud: 32° 31' 30" N, Longitud: 117° O, durante el
periodo comprendido de Diciembre 2006 a Diciembre 2007. El Hato cuenta con
un promedio de 600 animales de la raza Holstein Friesan adultos (mayores de
24 meses) en produccion. Ademas tiene historia de aislamiento bacteriol6gico
de M. bovis, lo que garantiza la presencia de la bacteria en el hato. Las vacas
son ordefiadas dos veces por dia (produccién promedio de 28 litros/dia/vaca),
tienen un promedio de 120 dias abiertos y 2.5 servicios por concepcion. La
prevalencia de la TBB en el establo es del 40% (Dato no publicado,

comunicacién directa. Dr. Toméas Benjamin Renteria Evangelista IICV-UABC).
Criterios de Inclusion.

Se consideré animal positivo a TBB aquel que resultd positivo tanto a la
prueba de Tuberculina como a la prueba diagndstica serolégica de Gamma
Interferon (IFN-y) utilizando el kit Mycobacterium bovis Gamma Interferon Test
for Cattle (BOVIGAM, 2005).

Seleccion de Animales.

Al inicio del experimento el hato fue probado con la prueba de tuberculina,
de la que se obtuvo un total de 120 animales positivos. Se colecté muestra
sanguinea de los 120 para realizar la prueba de IFN-y, obteniéndose un total de
67 animales positivos, los cuales fueron incluidos en el estudio acorde a los
criterios de inclusion previamente descritos. Distribuidos aleatoriamente y
blogueando en base a lactacion, los 67 animales fueron agrupados en dos

grupos: Vacas Tuberculosas Vacunadas (VTV) n=35 y Vacas Tuberculosas No

36
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Vacunadas (VTNV) n= 32. Para la conformacion de grupos no se considero el
nivel de reaccion a la prueba de tuberculina, ni el nivel de gamma interferén

obtenido al inicio del estudio.

Prueba de Tuberculina (PPD).

Se realiz6 la prueba doble comparativa. El sitio de aplicacién superior fue
de 10 cm debajo de la cresta, el sitio inferior fue aproximadamente de 13 cm
debajo de la anterior, en esta prueba se inoculé a nivel intradérmico 0.1 ml de
PPD aviar y 0.1 ml de PPD bovino, respectivamente. En el sitio de inoculacion
se rasurd y midié el grosor del pliegue de piel en el centro de inoculacién
utilizando el cutimetro y se procedié a la tuberculinizacion. La lectura de esta
prueba se realiz6 72 h (+ 6 h), midiendo con el cutimetro el grosor de las
reacciones (NOM-EM-017-ZOO-2005). Considerando como positivo aquel

animal con una reaccion inflamatoria superior a los 4mm post-aplicacion.

Recoleccion de sangre para los ensayos de Gamma Interferon (IFN-y)

Se recolectaron 6 ml de sangre en animales post-tuberculinizados de la
vena caudal, empleando tubos vacutainer con heparina de litio por muestreo.
Estas muestras fueron colocadas en hielera conteniendo refrigerante para
conservarse a una temperatura aproximada de 25°C y enviada al Laboratorio de
Tuberculosis y Brucelosis del Instituto de Investigaciones en Ciencias
Veterinarias. La sangre de los 120 animales se analizaron con esta prueba al
inicio del estudio para conocer su estado de enfermedad y posteriormente a los
3, 6 y 9 meses de iniciado el estudio con el propdsito de evaluar el

comportamiento del antigeno PPD bovino en los animales.

Antigenos utilizados para IFN-y

Se emplearon 2 tipos de antigenos para detectar TB en los animales bajo
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estudio. Los antigenos fueron: PPD bovino y PPD aviar. Solucion salina

fosfatada tamponada (PBS, pH 7.2) fue empleada como blanco Negativo (Neu).

Vacuna ADN Hsp65.

La vacuna AND Hsp65, se elabor6 en el Laboratorio de Biologia
Molecular, del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias, utilizando el
Plasmido pCDNA3-Hsp65 de Mycobacterium leprae (Lima et al., 2003), donado
por el Dr. Alexei Licea Navarro del Centro de Investigacion Cientifica y de
Educacién Superior de Ensenada (CICESE) procesado con el Kit QIAGEN®
Plasmid Giga Kit (5) For Purification of Ultrapure, Transfection Grade Plasmid
DNA, bajo los lineamientos del Protocolo: Plasmid or Cosmid DNA Purification
Using QIAGEN Plasmid Mega and Giga Kits.

Prueba de IFN-y

La prueba de IFN-y fue utilizada para medir las respuestas in vitro de los
linfocitos T. Los analisis se realizaron de acuerdo a los protocolos descritos por
Rothel, et al., 1990; Wood, et al., 1990; 1991; 1992; 1994), cada muestra en
vacutainer con heparina de litio fue separada en 3 tubos de polipropileno de
10ml, adicionando 750ul de sangre por tubo que se estimuléo con 50ul del
antigeno, se incubd por 24hrs, posteriormente se colecté 170ul de plasma y
congelados a -20°C para su posterior analisis. El plasma sensibilizado fue
probado en placas de BOVIGAM que fueron medidas en un lector ELISA a 450
nanometros, utilizando un control positivo y negativo para cada ensayo. Las
densidades Opticas (DO) de las muestras se calcularon de la siguiente manera:
El resultado de la DO del Neu menos el resultado de las DO del bovis =2 a 0.100
es positivo a bovis y la DO de avium menos la DO de bovis = 0.100 es

considerado positivo a M. bovis.
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Prueba de Reaccioén de la Polimerasa en Cadena (PCR)

Adicionalmente se recolecté moco nasal al final del estudio, con hisopo
estéril, conservados en tubos vacutainer estériles. El procesamiento de las
muestras consistié en colocar el primer hisopo en tubo eppendorf de 1.5ml y
agregar 100pl solucién buffer ATL del kit de extraccion de DNA, DNeasy Tissue
Kit (250) Qiagen (Qiagen, 2006), centrifugar a 8000rpm en centrifuga eppendorf
modelo 6417 y en el mismo tubo colocar el siguiente hisopo y agregar 100ul
solucion buffer ATL y continuar con los lineamientos del protocolo: Purification
of Total DNA from Animal Tissues, del cual se realizaron las siguientes
modificaciones: se triplicod el tiempo de centrifugacién debido a la residualidad
de etanol y en el ultimo paso las muestras fueron almacenadas en agua
destilada libre de ADN y ARN (Ultra Pure. Distilled Water DNAse, RNAse Free.
0.1 micron filtered (Molecular Biology Grade). Posteriormente las muestras
fueron procesadas mediante la prueba PCR, bajo los lineamientos de Liébana
et al., 1995, en el Equipo de PCR Hybaid Modelo Express, se utilizé una cepa
control AN5 de campo, cepa que se encuentra en el Laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias
(comunicacion directa con Dr. Gerardo E. Medina Basulto), posteriormente se
prepararon geles de agarosa al 1% en medio TAE1x, donde las muestras junto
con el marcador de peso y la muestra control fueron corridas a 100V en camara
de electroforesis tefiidas con bromuro de etidio 0.5ug/ml, luego leidas en lector

ultravioleta BioRad UV Transilluminator 2000.

Inmuno Blot.

Una de las técnicas mas importantes en el andlisis y caracterizacion de
fracciones antigénicas es la Electroinmunotransferancia (Western Blot o Inmuno
Blot), que basicamente es un proceso cualitativo que combina la selectividad de

la electroforesis en gel de poliacrilamida, que permite fraccionar al antigeno,
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con la sensibilidad de la prueba inmunoenzimatica, que pone en evidencia los

complejos antigeno-anticuerpo formados (Chavez et al., 2007)

Los sueros de los grupos vacunados y no vacunados fueron analizados
mediante la técnica molecular de inmuno blot, utilizando el equipo Mini Trans-
Blot® Electrophoretic Transfer Cell (BioRad) en gel SDS al 10%. Carriles de
Hsp65 pura (stressgen) fueron corridos por electroforesis y pasado a membrana
de nitrocelulosa. La membrana fue incubada a 4°C con los sueros de animales
de estudio, usando como control negativo BSA (Suero de Albumina Bovina)
5mg, y como control positivo Hsp65 con anticuerpos monoclonales antihsp65
1:1000 (stressgen). Se utiliz6 como anticuerpo secundario Anti-lgG Bovino
(Sigma) para los sueros y Anti-lgG de Raton (Sigma) al marcador de pesos y
controles negativos y positivo, y finalmente se procedié al revelado con ABTS®

Peroxidase Substrate (Sambrook y Russell, 2001).

Vacunacion.

Se aplicaron 3 dosis de 1mg con la vacuna ADN Hsp65 via subcutanea a
nivel de la articulacion escapulo-humeral; revacunando a las 3 y 6 semanas

posteriores a la primera vacunacion.

Analisis Estadistico.

La informacion colectada fue almacenada en una Base de Datos en el
Paquete Estadistico Excel, y analizada posteriormente en el paquete estadistico
MedCalc®. Se utiliz6 una prueba de t-student para la comparacion de medias
grupales de las muestras de animales a los que se les aplicé la prueba de IFN-y
con un intervalo de confianza del 95%, ademas de la prueba chi cuadrada (?)
para comparar la proporcion de animales positivos y negativos que se

sometieron a la prueba de PCR, aplicando un intervalo de confianza del 95%.



RESULTADOS

Produccion de Gamma Interferdn.

Los resultados como se muestran en la Fig. 2, muestran las diferencias de
los niveles producidos de IFN-y de los grupos vacunados y no vacunados
sometidos al experimento, cabe mencionar que a los 9 meses de analisis, el
grupo vacunado con una media de 0.190 OD = 0.3789 SD muestra una
diferencia significativa en la produccion de IFN-y respecto al grupo no vacunado
con una media de 0.308 OD + 0.4760 SD.

Figura 2. Media IFN-y, muestreos 0, 3, 6 y 9 meses
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Presencia de Anticuerpos Anti-Hsp65.

Los resultados de la prueba molecular inmunoblot en muestras de sueros
del grupo vacunado colectados 3 meses post-vacunacion con la vacuna ADN
Hsp65 muestran positividad reaccionando a la proteina pura de Hsp65 a

diferencia del grupo no vacunado que no mostré ninguna reaccion a la prueba.
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Determinando asi la estimulacion del sistema inmunoldgico de los animales

vacunados debido a la vacunacion. Imagen no mostrada.

Excrecion de M. bovis en Exudado Nasal.

Las muestras analizadas con la técnica de PCR, mostraron que de un total
de 68 muestras de secrecion nasal fueron analizadas, 33 VTNV y 35 VTV. El
18% (6/33) de las VTNV presentaron la micobacteria, mientras que solo el 5%
(2/35) de las VTV lo hicieron. Los resultados de nuestro estudio (18% deteccion
de M. bovis VTNV) son consistentes con lo encontrado por (Mcllroy et al.,1986)
ya que el 19% de 55 animales de los cuales el 70% de ellos presentaba
lesiones tuberculosas, se pudo aislar M. bovis en sus secreciones nasales. El
valor de %2 en la prueba de comparacién de proporciones revela que no hay
diferencia estadistica (P=0.2051) en el porcentaje de animales positivos a la
prueba de PCR en el grupo VTNV que en el grupo VTV con un intervalo de

confianza del 95%.

Cuadro 4.- Excrecion de M. bovis en secrecion nasal.

2

Excrecion de M. bovis en _
Grupo N | PCR+ | PCR - » Comparacion de
secrecion nasal (%)

Proporciones
VTNV 33 6 27 18.1 P=0.2051
VTV 35 2 33 57
Total 68* 8 60 13.3

* VTNV (Vacas Tuberculosas No Vacunadas), VTV (Vacas Tuberculosas Vacunadas).

DISCUSION

Estudios relacionados, tal como, el efectuado por Lowrie et al., 1999,
permiten hacer énfasis en que la vacuna ADN que codifica la secuencia Hsp65

de M. leprae tiene un efecto profilactico y terapéutico en modelo murino, donde
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el reto se realiz6 con la cepa M. tuberculosis H37Rv y la aplicacion de
isoniazida. Para efectos del presente experimento en el que se observé un
efecto estadisticamente significativo con relacion a la produccion de IFN-y en un
modelo vacuno, la produccién de otras citocinas y/o interleucinas no se
evaluaron, y dado que en el estudio realizado por Lowrie et al., 1999 se
realizaron pruebas adicionales como la medicion de IL-10, IL-12 y la cantidad
de CFU, sustenta dicho trabajo con base al cambio de inmunidad humoral a
celular y el efecto de la vacuna en el valor de la cantidad de CFU, por lo que
debido a la falta de dichas pruebas el presente estudio se encuentra limitado al

no ser concluyente en sus resultados.

El modelo descrito por Lima et al., 2003, en el que se utilizaron ratones
hembras y fueron inmunizados con el plasmido pDNA3-Hsp65, administrando
via intramuscular 50ug de DNA en 50ul de solucidon salina, muestra una
proximidad en relacion al tipo de vacuna empleada en el presente estudio. Cabe
sefialar que los ratones fueron retados con M. tuberculosis H37Rv via
intratraqueal, mostrando luego de tres inmunizaciones con intervalos de 2
semanas que Unicamente los animales inmunizados via intramuscular con la
vacuna Hsp65 se protegian contra el reto de la micobacteria. La produccion de
IFN-y de células pulmonares de los ratones retados mostré una produccion
estadisticamente significativa P<0.01 con alrededor de 10,000 pg/g de pulmén
en relacion a IFN-y comparados con el grupo control (ratones no inmunizados y
retados) que mostraron una produccion de alrededor de 30,000 pg/g de pulmon
en relacion a IFN-y y ademas redujo la cantidad de UFC estadisticamente

significativo P<0.001 en relacion al grupo control.

El protocolo de vacunacion con ADN Hsp65 seguido de un refuerzo
proteico de pCMV4 mostré una respuesta inmune celular mas fuerte que
aquellos vacunados Unicamente con ADN Hsp65, donde estos ultimos
mostraron una respuesta inmune celular mas homogénea (Vordermeier et al.,

2003). Lo que puede sugerirnos que efectivamente la vacuna genera un efecto



sobre la estimulacion del sistema inmune, haciéndolo mas competente, aunque
el estudio de comparacion estd realizado en un modelo profilactico, en el
presente experimento, podria considerarse su combinacién con alguna proteina

gue potencialice su efecto.

La eliminacion de M. bovis via nasal no se suprimié debido a la
vacunacion ya que no se encontro diferencia estadistica con relacién a la
reduccion en la positividad a la prueba PCR entre los grupos vacunados y no

vacunados.

Con relacién a la informaciéon presentada con anterioridad, cabe sefalar
gue aungue la vacuna ADN Hsp65 no tuvo el efecto esperado en nuestra
hipoétesis, el seguimiento y mejoramiento en el estudio de la misma, es de gran
importancia. El presente estudio es el primero en su estilo y forma, por lo que
considero que un nuevo protocolo en un ambiente con factores medio
ambientales y de manejo, asi como analisis de laboratorio mas amplios y
exhaustivos y controlados en su totalidad por los investigadores, pueda
mostrarnos un nuevo camino, en la busqueda del control y erradicacion de la

tuberculosis bovina.

CONCLUSIONES

La tuberculosis bovina tiene gran impacto en muchas areas, tanto en

aspectos de salud como de produccion.

Por lo anterior, se puede concluir que efectivamente la vacuna Hsp65 tuvo
un efecto con tendencia a la disminucién en la produccion de IFN-y, y una

eliminacion via nasal de micobacterias menor que aquellos no vacunados.

Con base a la informacién anterior nos permite hacer las siguientes

observaciones:

44



1) La necesidad de un estudio a nivel experimental y
posteriormente de campo en el que se controlen factores como la
alimentacion y el manejo es fundamental para generar informacion
referente al comportamiento de la vacuna en modelo vacuno.

2) Ademas de las mediciones de IFN- vy, deberé realizarse una
medicion a la par de IL-2 e IL-10, entre otras, con la finalidad de
determinar el momento en que ocurre el cambio de inmunidad de tipo
humoral a tipo celular en un modelo vacuno, asi como la medicion de
las CFU.

3) Realizar combinaciones con otros antigenos
antimicobacteriales.

4) Realizar una evaluacion de la cinética y efecto de la vacuna
en diferentes concentraciones y retarla ante diferentes concentraciones
de bacterias, con la finalidad de determinar el mas efectivo en modelos

vacunos.

Existen diversos protocolos que permiten alcanzar la erradicacion,
desafortunadamente en nuestro pais es dificil de alcanzar debido a las

limitantes econdmicas implicadas en dicho proceso.
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