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Resumen. La tuberculosis bovina (TBb) causada por Mycobacterium bovis es
una enfermedad bacteriana grave, crdnica, reemergente y zoonética. Afecta a la
produccién pecuaria, asi como a los animales silvestres y afectivos. En los hatos
bovinos provoca sustanciales pérdidas econdmicas relacionadas con las medidas
sanitarias para su control, e importantes restricciones comerciales a los produc-
tos derivados. Dado que las estrategias de prevencién y control deben actualizarse
con relacion a los desarrollos cientificos, se realizo el estudio para presentar los
avances y tendencias cientifico-tecnoldgicas alrededor de las estrategias sanitarias
para el control de la TBb. Se realizé una amplia consulta de articulos originales y
de revision sobre vacunas y diagnostico de TBb entre los afios 2002 al 2017, en las
basesdedatos MEDLINE/PubMed, EBSCOYy SciELO. Seencontréunaactivay con-
sistente accion internacional orientada a explorar formulaciones vacunales y avan-
ces en herramientas diagnosticas robustas. No se reportaron avances importantes
en el desarrollo de inmund6genos para el ganado bovino. Tampoco se reportd una
prueba con altos valores de sensibilidad (Se) y especificidad (Es) para el diagnos-
tico poblacional de la enfermedad. En consideracion a lo anterior, se estima que los
adelantos cientificos y tecnoldgicos obtenidos durante los Gltimos afios, no necesa-
riamente van a contribuir por el momento, con el éxito de los programas naciona-
les de control y erradicacion de la TBb. Por lo tanto, en este contexto la priorizacion
de un abordaje integral que considere las realidades de cada region o pais, dentro
del concepto “Una sola salud”, el empleo combinado y estratégico de los sistemas
diagndsticos, el firme compromiso politico de los gobiernos y la cooperacion inter-
nacional son indispensables para avanzar en la lucha contra esta enfermedad.
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Global trends in the prevention and veterinary
diagnosis of tuberculosis bovine

Abstract. Bovine tuberculosis (TBb) caused by Mycobacterium bovis is a serious, chronic,
re-emerging and zoonotic bacterial disease. It affects livestock production, as well as wild and
affectionate animals. In bovine herds it causes substantial economic losses related to sani-
tary measures for its control, and important commercial restrictions on derived products.
Given that prevention and control strategies should be updated in relation to scientific deve-
lopments, the study was conducted to present advances and scientific-technological trends
around the health strategies for the control of TBb. An extensive consultation of original
articles and review of vaccines and TBb diagnosis was carried out between 2002 and 2017, in
the MEDLINE / PubMed, EBSCO and SciELO databases. An active and consistent international
action was found aimed at exploring vaccine formulations and advances in robust diagnostic
tools. No important advances were reported in the development of immunogens for cattle.
Also, a test with high sensitivity (Se) and specificity (Es) values for the population diagnosis
of the disease was not reported. Considering the above, it is estimated that the scientific and
technological advances obtained during the last years, will not necessarily contribute for the
moment, with the success of the national TBb control and eradication programs. Therefore,
in this context, the prioritization of an integral approach that considers the realities of each
region or country, within the “One health” concept, the combined and strategic use of diag-
nostic systems, the firm political commitment of governments and international cooperation
are indispensable to advance in the fight against this disease.

Key words: bovine tuberculosis, Mycobacterium bovis, vaccine, diagnosis, trends.

Prevencao e diagnostico veterinario datuberculose
bovina. Uma revisdo das tendéncias globais

Resumo. Introducdo: a tuberculose bovina (TBb) causada por Mycobacterium bovis é uma
doenca bacteriana grave, cronica, reemergente e zoonoética. Afeta a produgdo pecudria, bem
como os animais silvestres e afetivos. Nos rebanhos bovinos, provoca perdas econdmicas
substanciais relacionadas com as medidas sanitarias para seu controle e importantes res-
tricdes comerciais aos produtos derivados. Considerando que as estratégias de prevencédo e
controle devam ser atualizadas com respeito aos desenvolvimentos cientificos, realizou-se
este estudo para apresentar os avangos e tendéncias cientifico-tecnoldgicas acerca das estra-
tégias sanitarias para controle da TBb. Metodologia: realizou-se uma ampla consulta a artigos
originais e de reviséo sobre vacinas e diagnéstico de TBb, entre 0s anos de 2002 e 2017, encon-
trados nas bases de dados MEDLINE/PubMed, EBSCO e SciELO. Resultados: encontrou-se uma
acdo internacional ativa, consciente e orientada a explorar formulagdes de vacinas e avangos
em ferramentas diagndsticas robustas. Nao foram reportados avangos importantes no desen-
volvimento de imunogénicos para o gado bovino. Tampouco foi reportada uma prova com
altos valores de sensibilidade (Se) e especificidade (Es) para o diagnéstico populacional da
doenca. Conclusdes: estima-se que os progressos cientificos e tecnoldgicos obtidos durante os
Gltimos anos ndo vao, neste momento, contribuir necessariamente com o sucesso dos pro-
gramas nacionais de controle e erradicacdo da TBb. Portanto, nesse contexto, a priorizagdo
de uma abordagem integral que considere as realidades de cada pais ou regido (dentro do
conceito de “uma tnica saade”), o emprego combinado e estratégico dos sistemas diagnds-
ticos, o firme compromisso politico dos governos e a cooperacao internacional sdo fatores
indispensaveis para avancar na luta contra essa doenca.

Palavras-chave: tuberculose bovina, Mycobacterium bovis, vacina, diagnéstico, tendéncias.
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Introduccion

La tuberculosis bovina (TBb) es una enfermedad
cronica, progresiva, debilitante y zoonética que
afecta a los animales domésticos (economicos y
afectivos) y silvestres (vida libre y cautiverio). El
agente causal es Mycobacterium bovis, una bac-
teria Gram positiva perteneciente a la familia
Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium. La
enfermedad se caracteriza por lesiones granulo-
matosas nodulares denominadas tubérculos, que
pueden localizarse en cualquier érgano, dado el
caracter intracelular obligado del agente causal.
La capacidad de M. bovis para afectar a diversas
especies animales est4 asociada a la participa-
cién combinada de multiples factores que tienen
que ver con las caracteristicas propias del agente,
con el huésped y las complejas variables ambien-
tales [1-4]. La multicausalidad de la enfermedad
requiere que se apliquen abordajes integrales como
lo propone el concepto de “Una sola salud”, formu-
lado por la Organizacion Mundial de Salud (OMS) y
la Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE)
quienes recomiendan miradas inter y transdisci-
plinarias, lo mismo que el compromiso de diversos
actores en la investigacion y en la formulacion de
politicas publicas sobre sanidad [5].

El ingreso del agente al individuo susceptible
con mayor frecuencia se da por via oral o respirato-
ria, con un desarrollo lesional tardio asociado a un
periodo de incubacion relativamente prolongado
[6]. Su confirmacion en el rebafio bovino conlleva
a graves problemas econdmicos y sociales, asocia-
dos a los gastos por disminucion en la produccién
(carne y leche), al diagndstico y al sacrificio sani-
tario. De la misma manera, la pérdida de acuerdos
comerciales debido a la imposicion de restriccio-
nes de movilizacién, comercializacion y exporta-
cién del ganado son otros perjuicios relacionados.
Por estas razones y su fuerte impacto en la industria
ganadera y el comercio internacional, se considera
una enfermedad de declaracion obligatoria ante la
OIE vy, por lo tanto, muchos paises realizan activi-
dades de vigilancia control y monitoreo, tanto en
los hatos bovinos como en animales silvestres[7].

En la actualidad, esta enfermedad zoondtica
es un problema sanitario global y re-emerge en
un escenario muy complejo [8, 9]. La deteriorada
situacion sanitaria esta asociada a la accién simul-
tanea de nuevos y multiples factores, entre los que

se destacan la proximidad de poblaciones humanas
y animales domésticos con animales silvestres [9].
La dinamica de transmision intra e interespecies, la
estrecha relacion gendémica con otras micobacterias
y la heterogeneidad genética de cepas (epidémicas
y endémicas) con diferentes patrones de patoge-
nicidad, virulencia y multiresistencia a farmacos,
son otros elementos importantes en este problema.
La combinacién de estos elementos y otros hacen
dificil para muchos paises evitar la expansion de
la TBb hacia nuevas zonas o recuperar areas afec-
tadas [10-15].

Gran parte de las variabilidades genéticas
observadas en las cepas circulantes se explica por
mecanismos moleculares, principalmente asocia-
dosacambiosgendémicosacumulativos(mutaciones
no letales), no siempre dilucidados en profundi-
dad [16]. El aislamiento de cepas letales capaces
de generar dafio tisular progresivo, acompafiada
con una disminucién de la expresion de interfe-
ron gamma (IFN-y) y radicales libre de nitrdgeno
(sintetasa de éxido nitrico por macréfagos activa-
dos) es un ejemplo de ello [15]. En otros casos, se
han detectado mutaciones en los genes pncA, inbR,
tetR, relacionados con caracteristicas de mono o
multirresistencia a medicamentos antituberculo-
sos como la pirazinamida y niacina empleadas en
el control de M. bovis[17].

La situacion sanitaria en torno a la TBb puede
complejizarse aun mas en la medida en que exis-
tan brechas en el manejo de fuentes de infeccion
particularmente de los animales silvestres, desco-
nocimientos en algunas regiones y paises sobre la
prevalencia e incidencia real de la enfermedad vy,
aun mas, por los limitados desempefios de los sis-
temas de diagnostico disponibles [12, 18].

Las graves implicaciones de la TBb en la salud
animal y humana son suficientes motivaciones
para buscar con urgencia, soluciones que supe-
ren las actuales fallas inmunoprofilécticas, y la
ausencia de diagndsticos eficientes. Los resultados
obtenidos a nivel internacional, requieren de una
constante vigilancia tecnoldgica por parte de la
industria biofarmacéutica veterinaria. Como parte
de ese compromiso se realiz6 la investigacion que
presenta este articulo, la cual ofrece una vision glo-
bal y actualizada sobre las tendencias cientificas y
tecnoldgicas para la prevencion y el diagnostico de
la tuberculosis bovina.
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Desarrollo de vacunas

En la historia de la tuberculosis y del investigador
Robert Koch convergen dos hechos poco comunes
en una enfermedad, el descubrimiento del agente
causal y el primer fracaso de una vacuna para su
control [19]. Han transcurrido muchos afios de
investigacion y aun no se dispone de una formula-
cién inmunoprofilactica aceptada para bovinos. Sin
embargo, el suefio de lograrla no se abandona [20].

En ese sentido, se han realizado grandes
avances, entre los cuales, la caracterizacién gend-
mica completa de M. bovis resulta uno de los méas
relevantes [21]. Se demostr6 que a pesar de que
existe una similitud genémica del 99.95% de este
con M. tuberculosis, subyacen importantes dife-
rencias. La ausencia o modificaciones estructu-
rales de proteinas inducidas por pseudogenes o
genes con mutaciones individualizan el compor-
tamiento patogénico, inmunoldgico y metabolico
de M. bovis. Sobresalen en tal sentido los genes
codificantes de lipoproteinas (IppO, IpqT, IpgqG y
IprM), proteinas adhesivas e inmunomoduladoras
(Rv1759c),proteinasdelafamiliaESAT-6 (Rv2346c,
Rv2347c¢,Rv3619c, Rv3620c, entre otros), proteinas
reparadorasde ADN (alkA), enzima glicerol quinasa
(9lpK) entre otras [21,22].

Con relacion al hallazgo de inmundgenos
potencialmente (tiles para vacunas bovinas, se
afincan esperanzas en el Bacilo Calmette-Guérin
(BCQ). Esta opcion es favorecida por los bajos
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costos de produccion, amplia experiencia de uso
en humanos y genoma conocido. Sin embargo, su
aplicacion en animales debe superar grandes obs-
taculos: efectividad variable sin explicacion cien-
tifica en muchos casos, interferencia diagnostica
con la prueba de hipersensibilidad retardada, y la
seleccion de la cepa vacunal adecuada, teniendo en
cuenta la variedad existente [7, 23, 24], tal y como
se aprecia en la tabla 1.

Una circunstancia que complica su obten-
cion, es la comprobada heterogeneidad de respues-
tasobservadas con las cepas vacunales BCG [24, 25],
la variedad de métodos para obtener formulaciones
candidatas (vivas e inactivadas, tanto por via qui-
mica como por calor) [26] y el enmascaramiento
que producen las micobacterias ambientales en la
eficacia de BCG [27,28].

Las variaciones de eficacia y seguridad obser-
vadas entre cepas BCG a nivel mundial son uno de
losaspectosmaspreocupantes, puessonconsecuen-
cias directas de los cambios genéticos ocurridos en
SuU genoma por numerosos pasajes in vitro [22, 25,
27].LasvacunasBCG Rusia, Japdn, Danesa, México,
Chicago, Praga, London F10 y Pasteur, difieren
entre si en 28 polimorfismos de un solo nucleo-
tido; més aun la BCG Rusia y México muestran
un méximo de 50. Otras importantes variaciones
detectadas consisten en el tamarfio del genoma ylas
pérdidas puntuales de nucleétidos. La cepa México
1931 posee un tamafio genémico méas pequefio que
la Pasteur 1173P2 y Tokio 172, ademas, tiene dos

Tabla 1. Cepas BCG disponibles a nivel mundial para formulaciones vacunales

Cepas vacunales de BCG

Denominacion Afio de obtencion Vacuna Referencias
Brasil 1924 BCG-Moreau [22, 29]
Rusia 1924 BCG-Rusia [22, 25, 29]

Tokyo 172 1925 BCG-Jap6n [22, 25, 29]
Gothenburg 1926 BCG-Suecia [29]
Copenhagen 1331 1931 BCG-Danesa [22, 25, 29]
México 1931 1931 BCG-Mexico [25, 29]

Tice 1934 BCG-Chicago [25, 29]

Checoslovaquia 1947 BCG-Praga [25, 29]

Glaxo 1077 1954 BCG-London F10 [25, 29]
Pasteur 1173P2 1961 BCG-Pasteur [22, 25, 29]

Fuente: elaboracion propia

Nota: los nombres de las cepas BCG pueden estar conformados por el pais, ciudad, laboratorio, afio y/o pasajes en la que fueron

obtenidas.
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eliminaciones especificas, RDMex02 y RDMex03,
que afectan la codificacion de proteinas FadD23
y WhiB6. El nivel de virulencia es otro indica-
dor diferenciante entre las cepas BCG. Estudios
recientes establecieron un orden de virulencia
decreciente entre estas, las cuales fueron clasifi-
cadas de la siguiente manera: BCG-Pasteur=BCG-
Chicago>BCG-Rusia=BCG-Moreau>BCG-Danesa
>BCG-LondonF10=BCG-Praga=BCG-Japon=BCG-
Suecia [29, 30].

La biologia molecular proporciona nuevos
conocimientos sobre el agente, la relacién patoge-
no-hospedero, y la respuesta inmunoldgica resul-
tante. Estos conocimientos recientes abren caminos
y oportunidades para el desarrollo de nuevas vacu-
nas. En los Gltimos afios se han desarrollado estra-
tegias para lograr una proteccién efectiva, estable
y duradera contra la TBb (figura 1). Se mencionan
esfuerzos como el uso de BCG viva e inactivada,
con sus variantes de formulacion-administracion,
incluyendo el uso de vacunas vectoriales recombi-
nantes [26, 31, 32], vacunas vivas con atenuacion
genética [33], y las inductoras de respuesta inmune
diferenciante entre animales infectados y vacuna-
dos (DIVA) [34].
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Los resultados obtenidos con las vacunas ante-
riores, tanto en modelos experimentales como en
animales diana, si bien son prometedores aun tie-
nen un largo camino por recorrer. Todas com-
parten los mismos retos regulatorios, entre ellos
demostrar eficacia, reduccion de la transmisibi-
lidad del agente, no interferencia con los medios
diagnésticos, estabilidad, duracion de la inmuni-
dad, entre otros [31-34].

Ante la ausencia de grandes éxitos en materia
de obtencion de un buen inmunégeno, se han ini-
ciado nuevos abordajes, entre ellos la protedmica.
Identificar y caracterizar nuevas proteinas ha sido
de gran ayuda para formular vacunas de subuni-
dad proteica. La intencionalidad en su desarrollo se
dirige hacia el logro de una proteccion mayor y méas
consistente que la promovida por la BCG. Entre las
ventajas de utilizar antigenos independientes en vez
de bacterias completas se sefialan los mayores nive-
les de seguridad, eficacia, reproducibilidad yrenta-
bilidad. El punto de partida de estas investigaciones
se encuentra en las potencialidades inmunolégicas
de algunos antigenos proteicos expresados por M.
bovis, tales como: ESAT-6, CFP10, MPB59, MPB64,
MPB70, MPB83, entre otras proteinas [35, 36].

Atenuacion
genética

'd

 —

Vectoriales

Subunidad

Figura 1. Vacunas veterinarias contra TBb existentes y en desarrollo

Fuente: elaboracion propia
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Quizas las mayores posibilidades de éxito para
este tipo vacunas estén en las proteinas de fusion,
obtenidas tras manipular genes especificos. El
resultado final es una sola molécula proteica que
contenga en su estructura epitopes relevantes de
dos o tres subunidades candidatas [35]. Los resul-
tados obtenidos con la proteina de fusion 1D83 +
adyuvante ISA70 son prometedores. Se demostro
que induce una potente e incrementada respuesta
humoral (1gG, e 19G,) y celular (IFN-y) hasta las 8
semanas post-vacunacion. Sin embargo, al parecer,
no podra superar la interferencia con la prueba de
hipersensibilidad retardada, pues las proteinas uti-
lizadas para la construccion de fusion (Rv1813c,
Rv2608 y Rv3620c) son dianas del sistema inmune
durante la infeccion natural con M. bovis [37]. Se
afiade a esta limitacion, las optimizaciones necesa-
rias de las formulaciones (antigeno/adyuvante) y la
necesidad de establecer estrategias de vacunacion
con administracion independiente o combinada en
animales inmunizados con BCG.

Similar atencién cientifica se le presta al desa-
rrollo de vacunas de subunidad formuladas con fil-
trado de proteinas y oligonucleétidos especificos,
aplicadas solas o combinadas con BCG. Las investi-
gaciones muestran una mayor eficacia y reduccion
de lesiones tuberculosas en animales inmuniza-
dos, cuando se administraron combinadas. En esta
linea de pensamiento se ha experimentado ade-
méas con combinaciones de inmunorreguladores
sintéticos, recombinantes y adyuvantes comercia-
les (Emulsigend, Polygend). Lo positivo en términos
generales de estas experiencias radica en que los
valores protectivos medios son significativamente
superiores en las combinaciones. Sin embargo,
la interferencia con la prueba de hipersensibili-
dad retardada continla siendo el obstaculo a ven-
cer, aspecto al parecer resuelto cuando se utilizan
Emulsigené (emulsion aceite-agua) y Polygend (poli-
mero de bajo peso molecular) [38-40].

Una de las estrategias mas recientes para el
desarrollo de nuevas vacunas es la tecnologia de
ADN. En teoria, con un nimero reducido de antige-
nos se lograria una proteccion adecuada y segura.
Sin embargo, la practica es mucho méas compleja,
pues requiere identificar la proteina inmuno-
génica, aislar su gen, insertarlo en un plasmido
de expresion que posea un gen promotor fuerte
y garantizar la estabilidad de la transcripcion.
Desafortunadamente, los candidatos vacunales
obtenidoscomo el plasmido pCMV-83, que contiene
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el gen mpt83, no compensaron el esfuerzo reali-
zado. Los resultados demostraron que sus niveles
protectivos, no exceden a aquella proporcionada
por BCG y que requieren administrarse de forma
conjunta [41].

Teniendo en cuenta lo anterior, pudieran
esperarse resultados prometedores al combinar las
vacunas de ADN con BCG o con péptidos sintéticos,
pero la experimentacion en la especie dina demues-
tra que depende de la formulacion empleada. Por
una parte, se reporta resultados experimentales
alentadores con la administracion de plasmidos
pCMV4.65y pCMV4.70 codificantes para Hsp 65 y
Hsp 70 + BCG Pasteur 1173P2. Esta estrategia de
vacunacion induce altos niveles de IFN-y, reduccion
de animales portadores de lesiones compatibles con
TBb, entre otros parametros predictivos de inmu-
nidad [40]. Sin embargo, la formulacién con pép-
tidos del antigeno Rv3019c + plaésmido pCMV301 +
adyuvante Emulsigen? se comporta de forma con-
traria [43].

A pesar de estas variabilidades en la respuesta
bioldgica, las vacunas elaboradas a partir de ADN se
convierten en candidatas atractivas para la preven-
cién de la tuberculosis bovina, debido a que acttian
en presencia de anticuerpos maternos, no exigen
cadena de frio y no interfieren con la prueba de
tuberculina en los animales. Estas razones también
podrian contribuir a una mayor rentabilidad [44].
No obstante, hay que tener en cuenta los incon-
venientes practicos y econémicos de mdltiples
administraciones [40], y los riegos de integracion
genética siempre presentes al inocular genes de pro-
teinas antigénicas. Se requiere mejorar el disefio de
plasmidos mas inmunogénicos y que no interfieran
con la prueba intradérmica. De la misma manera,
es necesario profundizar en el conocimiento de la
concentracion in vivo en la especie diana de la pro-
teina codificada en el plasmido.

La combinacion de la biologia molecular con
la nanotecnologia muestra que, a pesar de ser un
camino poco transitado, puede ser una opcién fac-
tible. Los recientes progresos estan relacionados
con el desarrollo de nanovacunas con particulas
de biopoliester (polihidroxibutirato) combinado
con antigenos micobacteriales Ag85A y ESAT-6.
Los resultados preliminares en roedores muestran
que la respuesta post-vacunal tiene un significa-
tivo incremento no solo de IFN-y liberado por CD4
y CDB8, sino ademas de IL-17A, IL-6, TNF-a y IL-2
[45]. Con este enfoque se le presentaria al sistema
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inmune una gran variedad de antigenos, segura-
mente obtenidos a un costo menor. Estas formula-
ciones deberan probar, por otra parte, su eficacia en
campo, duracion de inmunidad y seguridad.

Las tecnologias clésicas de produccion de
vacunas se mantienen como opcién real y prac-
tica, pudiendo utilizarse sus productos en estrate-
gias de vacunacion para poblaciones de vida libre
[46]. La literatura reporta experiencias con vacu-
nas inactivadas orales y parenterales (adyuvado
con ISA 50 V) obtenidas a partir de M. bovis silves-
tre. Al parecer su eficacia esta mediada por la acti-
vacion de células TCD8* productoras de IFN-y, por
el complejo mayor de histocompatibilidad clase 'y
por células dendriticas [47].

Cuandoestasvacunassonaplicadasaanimales
de vida libre, la significativamente baja puntuacién
de lesiones pulmonares sugiere que podria ser Uti-
les para erradicar la enfermedad del ganado bovino
a largo plazo. Las mayores ventajas se encuentran
en que su proceso de producciéon demanda menos
costos y se dispone de capacidad industrial ins-
talada para enfrentar su producciéon segura. Sin
embargo, el uso practico puede verse impedido por
la utilizacion de cepas silvestres circulantes como
indculo primario. Bajo estas condiciones no exis-
ten garantias de su estabilidad genética (reversion
de la virulencia) vy, por tanto, es dificil garantizar
la uniformidad y consistencia del producto termi-
nado, asi como su efecto biolégico (seguridad vy efi-
cacia) [48].

Uso de animales de laboratorio

Un aspecto muy importante a destacar en el estu-
dio de la TBb es el desarrollo de modelos experi-
mentales. En este &mbito los bovinos como modelo
son muy recomendables, aunque su empleo tiene
inconvenientes tales como la costosa manutencion
y la demanda de grandes instalaciones con ade-
cuado nivel de bioseguridad [48].

Contrario a lo que ocurre con la especie
bovina, en la cual se tienen experiencias de uso y
criterios unificados como modelo experimental, en
los animales de vida silvestre la situacion es muy
compleja. No se cuenta con una especie modelo
validada o aceptada de manera unanime. La amplia
gama de hospederos posibles demandaria la valida-
cion de la prueba para las particularidades de cada
caso, pues no es recomendable hacer generaliza-
ciones de los resultados para diferentes especies y

situaciones. Lo anterior complica los esfuerzos para
estudiar el desempefio de los productos a evaluar y
obliga a trabajar caso a caso. No obstante, existen
experiencias de trabajo con diversas especies como
ratones, cobayos, caprinos y conejos. Ellas cumplen
requisitos practicos y técnicos como su tamafio,
facil manipulacién y manutencion en condiciones
controladas; a la vez que son susceptibles al agente
y desarrollan lesiones similares a las observadas en
la infeccion natural. Estos atributos las han conver-
tido en opciones factibles y confiables para futuras
investigaciones [15, 41, 49, 50].

Desarrollo de pruebas diagnosticas

En la practica clinica veterinaria, el diagnostico
de la TBb suele ser un proceso largo, costoso y no
siempre preciso [51]. Existe en la actualidad una
diversidad de técnicas para tipificar [52] y diag-
nosticar ante o post mortem (clinica, bacteriol6-
gica, inmunoldgica, histopatolégica y deteccion
de compuestos orgénicos volatiles), las cuales se
resumen en la figura 2. Se incluye dentro de este
arsenal, la inspeccién macroscopica en faena o fri-
gorifico, como una barrera de proteccion al consu-
midor. Sobre la base de las respectivas debilidades
y fortalezas reportadas para cada uno de los méto-
dos diagndsticos, algunos autores han sugerido el
empleo combinado de algunos de ellos, para cubrir
las necesidades diagnosticas que exigen las diver-
sas situaciones epidemioldgicas [53-58].

Por su parte la OIE declara como pruebas de
referencia el cultivo del microorganismo para con-
firmar el agente etioldgico y la prueba de hipersen-
sibilidad retardada para el diagndstico en animales
vivos (in vivo) y la prescrita para el comercio inter-
nacional [59]. Esta técnica desarrollada por Robert
Koch [19], mide la reaccion local a las 72 h tras la
inoculacidn intradérmica in vivo del derivado pro-
teico purificado (DPP). La tabla 2 presenta algu-
nos laboratorios productores de DPP, junto con las
caracteristicas generales de sus productos, los cua-
les son comercializados en laregion de las américas.

A diferencia de las cepas vacunales, existe un
conceso sobre las cepas a utilizar en la obtencion
del DPP (AN-5/M. bovis y la D4 ER/M. avium) y el
método de elaboracion. Sin embargo, esta mezcla
de proteinas no esta plenamente caracterizada y no
discrimina si los individuos positivos estan sensi-
bilizados por M. bovis o por otras micobacterias
ambientales.
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Inspeccion
clinica
« Cultivo
Compuestos Bacteriolégico | * Tincion Ziehl-Neelsen
Organicos
Volatiles
DIAGNOSTICO
VETERINARIO
TBb - PCRS
Deteccion * Spoligotyping
ADN * MIRU-VNTR

Histopatoldgico

L « Hipersensibilidad retardada
Inmunologico | -y

« BLISAS

Figura 2. Técnicas diagnésticas y de tipificacion, disponibles y en desarrollo para el diagnéstico de TBb
Fuente: elaboracion propia

Tabla 2. Algunos productores de DPP y caracteristicas generales del producto comercializado en la region de las
Américas

Laboratorios productores de DPP

Productor Pais Cepa rotenca Presentacion
(Ul/mL) (dosis/bulbo)
. . o . AN-5 32500 100
Centro Diagnostico Veterinario S.A Argentina
D4 ER 25000 10,20y 50
MSD Animal Health (InterVet) Venezuela AN-5 5000 20
MEGAVET Colombia AN-5 32500 20y 50
AN-5 30000 50
AsureQuality Limited Upper Hutt Nueva Zelandia
D4 ER 25000 20
AN-5 25000 50
Cooper Zeltia Veterinaria S.A. Espafia
D4 ER 25000 50
Prionics Lelystad Holanda AN-5 2 000-4 875 50
AN-5 32500 100
LABIOFAM Cuba
D4 ER 7500 50

Fuente: elaboracion propia
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La intradermorreaccion esta mediada por la
respuesta inmune celular del huésped. Algunos
trabajos reportan las debilidades de esta técnica en
términos de su baja sensibilidad (72% -91%), y espe-
cificidad (78% - 96%) la doble manipulacion de los
animales, y la incapacidad para detectar anima-
les con respuesta inmune disminuida [53, 56, 57,
60]. No obstante, hasta que se llegue a un consenso
mundial y oficial sobre su sustitucion, continuara
como el método estandar y de referencia, contra el
cual se comparan los métodos de diagnostico en
desarrollo [54, 55].

Los estudios protedmicos de M. bovis realiza-
dos en afos recientes, han incrementado el nimero
de proteinas identificadas, purificadas y caracteri-
zadas por sus potencialidades diagndsticas [21-22].
Algunas de ellas han sido evaluadas, como es el caso
de ESAT-6, CFP-10 Rv-3615¢, Esxl, Mb0143, PE5,
PE13, MPB70, MPB83. El uso propuesto para estas
moléculas recombinantes tanto de manera indivi-
dual como combinada, se orientan en muchos casos
hacia el diagnéstico DIVA e intradérmico. Entre las
razones para su eleccién se menciona la existencia
de caracterizacion y estandarizacion bien estable-
cida para cada una de ellas. Se aspira que puedan
aplicarse en diferentes &reas (endémicas, asi como
en baja y alta prevalencia) y variedad de anima-
les, para diferenciar animales sensibilizados natu-
ralmente por M. bovis; de aquellos sensibilizados
por otras micobacterias algunas de ellas ambienta-
les, y no asociadas con la enfermedad en bovinos.
Los resultados no parecen estar muy cercanos, las
mayores posibilidades estan ubicadas en los anti-
genos ESAT-6, CFP-10, Esxl y PE5, aunque todavia
no existen suficientes evidencias para considerar el
remplazo de la DPP [61-63].

Otros esfuerzos estan dirigidos a refinar,
automatizar y agilizar el diagndstico, mediante la
deteccion de anticuerpos circulantes especificos
por ELISA. Esta técnica puede encontrar anima-
les afectados aun en la fase subclinica, asi como la
confirmacion ante mortem de la enfermedad. Las
proteinas MB2515¢c, MB1895c¢, y MB1554c¢ (Pks5),
MPB70y MPB83 son algunas de las candidatas para
su uso diagnostico, siendo las dos Gltimas las de
experiencia de uso [64-67]. Las ventajas de estos
sistemas se encuentran en la posibilidad de resulta-
dos muy rapidos en pocas horas, evallan respuesta
inmune, son mas faciles de estandarizar, y deman-
dan menos reactivos y equipamientos que el sistema

de amplificacion de acidos nucleicos, mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Sin embargo, se requieren estudios adicionales
mas profundos para conocer cuando es mejor usar-
los, debido a variabilidades diagndsticas asociadas
a tiempo de exposicion a M. bovis/PPD, infeccio-
nes con micobacterias y tipo de formulacién. Los
sistemas que emplean ambas moléculas por sepa-
rado reportan en las 3 primeras semanas postsen-
sibilizacién con DPP, bajos valores de sensibilidad
(21,8%) y especificidad (77,7%) [64]. Elempleo com-
binado mejora estos indicadores hasta un 63 y98%
a las 14 semanas posexposicién experimental a M.
bovis. La limitacién mayor radica en la reactividad
variable frente a M. kansasii, asociado a la elevada
similitudexistente (81y77%)conlaMPB70yMPB83
de M. bovis [67]. Sin embargo, esta reactividad cru-
zada es minimizada cuando se emplea MB1554c, no
solo para esta micobacteria sino ademas para M.
avium subespecie sp. paratuberculosis[64].

La inclusién de mas antigenos o sus fragmen-
tos (ESAT6, CFP-10, PPDb y péptidos de MPB70),
conjuntamente con MPB70 y MPB83, no supera las
expectativas en cuanto a incrementos significati-
vos del desempefio diagnostico. Estudios recien-
tes demostraron que este tipo de ELISA posee baja
sensibilidad (32,6%) y alta especificidad (98,3%) en
rebafios libres e infectados naturalmente. En reba-
fios con diferentes estadios de la infeccién (inicial
y cronica) y sensibilizados con DPP, se obtuvieron
pobres resultados pudiendo detectar como posi-
tivo solo el 85,2 y 83,3% de los animales investi-
gados [58]

Mencion independiente merecen los ELISAS
DIVA, formulados con interleuquinas (2, y 17A)
procedentes de células T multifuncionales [68,
69]y combinaciones de MPB70-MPB83 con ESAT-
6-CFP-10, estas Gltimas ausentes en micobacte-
rias ambientales y cepas de BCG. No obstante, a la
enorme utilidad en la practica clinica su uso esta
limitado en un inicio por la no eleccion de una cepa
vacunal definitiva [61].

De manera paralela se realizan esfuerzos
para medir la inmunidad humoral en los anima-
les enfermos. Uno de ellos consiste en inducir las
inmunoglobulinas Ay G (IgA y 1gG) con los anti-
genos MPB70y MPB83procedentesde lacepaBCG-
Japdn. Los resultados evidencian que la IgA posee
mejor desempefio para ambos antigenos en cuanto
asensibilidad (MPB70: 100%, MPB83: 96,7%) y espe-
cificidad (MPB70:93,3%, MPB83: 100%) que lalgG
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(sensibilidad MPB70: 90%, MPB83: 93,3% Y especi-
ficidad MPB70: 93,3%, MPB83: 100%). Este hecho
supone una nueva Yy atractiva herramienta para el
diagnoéstico, la cual, por su simplicidad, flexibilidad
y beneficios econdmicos, tiene posibilidad de ser
usado como un diagndstico complementario [70].
Sin embargo, la baja utilidad para la deteccion de
otros antigenos como Rv1483c y PstS1 es una preo-
cupacién importante.

En materia de identificacion de TBb, también
se incursiona en el empleo de marcadores gend-
micos, los cuales después de una secuenciacion y
comparacion en distintas bases de datos, permi-
ten refinar el diagnostico [71]. La discriminacion
entre las micobacterias (complejo tuberculoso y
ambientales) mediante marcadores moleculares
es relevante desde el punto de vista clinico, si se
tiene en cuenta la elevada similitud genética exis-
tente. Sobresalen el uso combinado de la region 16S
ARNr, la secuencia de insercion 1S6110 y las regio-
nes gendmicas RD1 (Rv3875-esat6), RD4 (Rv1510)
y RD9 (Rv2073c), para detectar micobacterias del
complejo tuberculoso y no tuberculoso [72]. Otras
combinaciones de marcadores son reportadas por
laliteratura, entre ellas 16S ARNr, rpoB y hsp64 para
detectar micobacterias no tuberculosas, con resul-
tados superiores a Speed-Oligo? Mycobacteria (16S
ARNr) y GenoTyped Mycobacterium (23S ARNr)
presentes en el mercado [73].

Estos marcadores pueden usarse en una
amplia variedad de especimenes (aislados clinicos,
tejidos frescos o conservados) [71-73]. No obstante,
estas técnicas moleculares son poco adecuadas
para diagnosticar M. bovis de forma rutinaria y con
grandes cantidades de muestras. En el caso parti-
cular del marcador 1S6110, la gran cantidad de ADN
purificado en condiciones de alta calidad exige dis-
poner de cepas viables y obliga a que el tiempo de
obtencidn del genotipo se prolongue considerable-
mente. Influyen en este hecho, los costos por mues-
tras trabajadas, resultados variables asociados al
tipo de muestras, ciclos de amplificacion ineficien-
tes, entre otros aspectos.

Uno de los métodos moleculares mas usa-
dos para la tipificacién de cepas de M. bovis es la
espoligotipificacion (Spoligotyping), que es muy
atil en estudios de epidemiologia molecular y dife-
renciacion de cepas pertenecientes al complejo M.
tuberculosis. Tienen como ventajas, la facil elabo-
racion, poca cantidad de ADN requerido, robus-
tos y altamente reproducibles. Mas que eso, la
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espoligotipificacion dispone de una base de datos
internacional (www.mbovis.org) con mas de 11.000
patrones de aislamientos, obtenidos en méas de 90
paises. Su acceso on line permite de forma global

reportar nuevos aislamientos, utilizar nomencla-

tura estandar y conocer adicionalmente regiones
afectadas, especie, fin zootécnico, cepas circulan-
tes con patrones genéticos comunes y asociaciones
de aislamientos entre animales y humanos [74-77].

La disponibilidad de estos datos demostro
la variedad genotipica en las fincas ganaderas de
América y sus relaciones epidemioldgicas con sus
similares de Europa. En Brasil, por ejemplo, los
espoligotipos SB0295, SB121,SB1055,SB1145y SB140
reportados en los estados de Bahia, Sdo Paulo y
Minas Gerais, estdn presentes también en pai-
ses como Argentina, México, Inglaterra, Espafa,
Portugal y Francia [76]. Estudios similares realiza-
dos en Colombia evidenciaron, por su parte, la cir-
culacionde los genotipos, SB1075,SB0822, SB0121,
SB0961, SB0295, SB1190y SB0120 en bovinosy bufa-
los de los departamentos de Antioquia, Boyaca,
Cundinamarca y Magdalena, que habia sido iden-
tificado previamente en Reino Unido, mientras que
los SB0822 y SB0121 lo fueron en Holanda, Espafia,
Brasil y México [77] y el SB0120 en Francia, desde
1978 [13], y Argentina [74]. Estos resultados son de
enorme utilidad epidemioldgica, pues demuestran
las consecuencias sanitarias de la movilizacion de
animales falsos negativos, ademas de la amplia y
activa distribucion de la TBb, tanto en paises desa-
rrollados, como en vias de desarrollo.

Otra estrategia utilizada para establecer vin-
culos entre variabilidad genética de M. bovis y su
dispersion en la poblacién de hospedadores (epide-
miologia molecular) es la identificacion del nimero
variable de repeticiones en tandem [13, 74]. Los
beneficios de su uso estan asociados con la posi-
bilidad de distinguir cepas relacionadas epidemio-
I6gicamente, comparar los resultados con otros
laboratorios de paises con escenarios epidemiol6gi-
cos diferentes y no requerir grandes cantidades de
ADN. Su empleo en ciervos permitié demostrar que
los loci MIRU4, ETRA, QUB11by Mtub4 muestran
elevada capacidad discriminatoria para diferen-
ciar las distintas micobacterias que afectan a esta
especie silvestre [78]. Esta técnica ha sido de mucha
utilidad para las zonas ganaderas que comparten
fronteras comunes. Al conocer el perfil genético y
el grado de relacién genética de las cepas circulan-
tes en la region por medio de los loci ETR-A, QUB-
11a,QUB-11b,QUB-3232y QUB-3336, México estaen
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condiciones de detectar, trazar e identificar el lugar
de origen de un brote [79].

Los métodos de amplificacién de &cidos
nucleicos mediante PCR detectan de forma rapida
M. bovis en muestras clinicas primarias (exuda-
dos nasales, entre otros) y tejidos (ganglios linfa-
ticos de cabeza y tdrax, entre otros) sin necesidad
de cultivo previo [80, 81]. La principal desventaja
de estos sistemas radica en que diagnostican fal-
sos positivos con mucha facilidad debido princi-
palmente a la contaminacion de los reactivos en el
proceso del laboratorio. Aun asi, el diagndstico de
TBb mediante las variantes de PCR se ha convertido
en una de las técnicas mas rapidas, seguras y con-
fiables [82-84].

Las técnicas moleculares, si bien permiten la
diferenciacion de cepas de M. bovis, y proporcio-
nan informacion sobre la fuente de infeccion, rutas
de transmision y reservorios de forma rapida y cer-
tera, tienen como limitante su alto costo econo-
mico. La logistica y sustentabilidad en el tiempo
son problemas asociados a estas técnicas, que limi-
tan su uso a laboratorios especializados, validados
y centralizados. Por estas razones, el uso del cultivo
micobacteriano no parece que pueda ser facilmente
sustituido por el momento, en los paises con econo-
mias en vias de desarrollo.

Por dltimo, es necesario indicar que los
importantes avances en el conocimiento de la res-
puesta del huésped y sus diversos componentes
han permitido el surgimiento del diagnostico por
compuestos organicos volatiles. Este tipo de diag-
nostico identifica animales afectados y vacunados,
a través de los perfiles de compuestos especificos
(aldehidos, alcanos, cetonas, alcoholes, y derivados
del benceno). Lo no invasivo de su practica, facil
muestreo (heces y aliento exhalado), potencialidad
DIVAYy posibilidad de uso enanimales silvestres son
las principales fortalezas que lo caracterizan [85].
Sin embargo, los equipos costosos (cromatografia
de gases/espectrometria de masas y nanomateria-
les), la alta experticia para manipularlos, la nece-
sidad de patrones y la obligatoriedad de realizar
técnicas para pre-concentrar y deshumificar las
muestras son las principales debilidades practicas,
que muy seguramente impediran su uso generali-
zado. Por lo pronto, se requieren nuevos estudios en
poblaciones experimentales y naturalmente infec-
tadas en zonas con diferentes comportamientos
epizootioldgicos, para verificar o refinar los patro-
nes de biomarcadores [86].

Conclusiones

1. La creciente informacion especializada en los
Gltimos afios sobre TBb revela que existe una
accion consolidada a nivel mundial para buscar
de forma prioritaria formulaciones vacunales y
diagndsticas robustas.

2. Lasvacunascandidatas ensayadas carecen de an-
tigenos apropiados, asi como de formulaciones
y esquemas de administracién adecuados para
inmunizar bovinos de forma eficaz, duradera y
diferenciante. Teniendo en cuenta que el paso de
los estudios experimentales a los ensayos clini-
cos de campo requiere definir la cepa vacunal, y
disponer de evidencias sobre seguridad, poten-
cia, estabilidad, duracién de inmunidad e inmu-
nidad esterilizante, es muy probable que en los
préximos 5 afios no se den avances relevantes
sobre este tema.

3. No se ha desarrollado una formulacion que
permita diagnosticar el verdadero estado de in-
feccion o enfermedad en los animales. Por esta
razén se prevé que el diagnostico rutinario de
la TBb continte empleando combinaciones de
ensayos.

4. El éxito de los actuales programas nacionales de
control y erradicacion no depende de los adelan-
tos cientificos logrados, o por alcanzar. La pieza
clave esta en combinar los sistemas diagndsticos
disponibles segun las realidades de cada region
0 pais, pero sobre todo en el enfoque sanitario
integral (una sola salud) de la enfermedad, en el
firme compromiso politico de los gobiernos, y
en la cooperacion internacional para erradicarla.
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