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Resumen

Introduccion: La tuberculosis bovina (TBb) continta siendo un problema grave para la salud publica y la sanidad
animal, sobre todo en paises en vias de desarrollo, en los cuales las prevalencias en los sistemas bovinos de leche
pueden alcanzar cifras por encima del 40 %. En consecuencia, su control debe fundamentarse en alternativas
integrales en su fuente animal para evitar su transmision entre animales y a los seres humanos desde la pers-
pectiva de "Una sola salud". La vacunacion se considera la opciéon mas viable para lograr disminuir su incidencia;
sin embargo, para conseguir éxito en este propdsito es necesario determinar las condiciones bajo las cuales debe
aplicarse la vacuna, y comprender los mecanismos inmunoldgicos que ofrecen resistencia contra Mycobacterium
bovis, pues siendo esta una bacteria intracelular es deseable que las vacunas induzcan una respuesta tipo Th1,
caracterizada por la produccion de interferon gamma (IFN-y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e interleu-
cina 12 (IL-12), citocinas responsables de la activacion y efecto microbicida de los macréfagos. Este estudio
evalud la eficacia vacunal de la vacuna BCG y del extracto proteico de filtrado de cultivo (CFPE) de M. bovis como
inmundgenos contra la TBb, a través del monitoreo de la produccién de IFN-y, evaluacién de la expresion de
citocinas Th1 (IFN-v, IL-2), Th2 (IL-4, IL-10), y presencia de lesiones macroscopicas a la necropsia tras el desafio.

Metodologia: 24 becerras Holstein-Friesian de 6 meses de edad, negativas a diferentes pruebas inmunodiag-
nésticas de TBb, se dividieron en cuatro grupos (6 becerras/grupo): control no vacunado, vacunado con BCG,
vacunado con CFPE de M. bovis AN5 y vacunado con CFPE, pero con tratamiento previo con IFN-y recombinante.
La expresion de citocinas IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 se evalud por RT-PCR y se represent6 como el porcentaje de la
intensidad relativa de las bandas correspondientes con respecto al control positivo interno (3-actina), utilizando
el software LabsWorks 4.0. La respuesta inmune celular se evalué mediante la produccién de IFN-y en cultivo de

células estimuladas con PPD bovino y PPD aviar, en diferentes periodos.

Resultados: La expresion de las citocinas fue diferente entre los grupos vacunados y control, tanto en el periodo
posvacunal como posdesafio. La expresion de IFN-y en el grupo vacunado con BCG fue mayor ante el estimulo
antigénico in vitro con el PPD bovino y con el antigeno DipZ en el tiempo posvacunacion evaluado. En los grupos
inmunizados con el CFPE, la expresion de IL-4 fue significativa durante ese periodo, sobre todo en el grupo tratado
con el IFN-y. Después del desafio, se incrementé la produccion y expresion del IFN-y en todos los grupos; siendo
200 veces superior para el grupo tratado con IFN-y con los diferentes antigenos. En este grupo la mayor expresion
de IL-2, IL-4 e IL-10 fue también significativa, sobre todo la de IL-10, reconocida antagonista de la inmunidad ce-
lular. De hecho, en este grupo vacunado se presenté el mayor nimero de lesiones al desafio; siendo, no obstante,

menos severas que las del grupo control.

Conclusiones: En el grupo vacunado con BCG se registré el menor nimero y grado de lesiones, correlacionando
con una produccién y expresion significativa de IFN-v. El tratamiento previo con IFN-y en el grupo inmunizado
con CFPE mostré un efecto adverso en el establecimiento de una inmunidad protectora debido a una modulacién
negativa por parte de la IL-4 e IL-10. De acuerdo con los resultados, la BCG resulté ser el mejor inmundgeno en el

estudio, por lo que su empleo como alternativa para el control de la enfermedad es promisorio.

Palabras clave: bovinos, citocinas, Interferén-gamma, tuberculosis, vacunas BCG

Abstract

Introduction: bovine tuberculosis (bTB) continues to be a serious public and animal health issue, specially in de-
veloping countries, in which prevalences in bovine dairy systems can reach numbers above 40%. Consequently,
its control must be grounded in whole alternatives for its animal source in order to prevent transmission be-
tween animals and human beings from a “one health" perspective. Vaccination is considered the most viable
option to reduce its incidence; nonetheless, to achieve this purpose successfully is necessary to determine the
conditions under which vaccine must be applied, and understand the immunological mechanisms giving resis-

tance against mycobacterium bovis, since its an intracellular bacteria it is desirable that vaccines induce a Th1
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type response, characterized by gamma interferon production (IFNy), which is a tumor necrosis factor alpha (TNF)
and interleukin 12 (IL-12), cytokines responsible for macrophage microbicide activation and effect. This study
evaluated vaccination effectiveness of BCG vaccine and proteic extract filtered from a m. Bovis (CFPE) culture as
immuno agent against bTB, through monitoring of IFNy production, evaluation of cytokines Th1 expression (IFN-g,

IL-2), Th2 (IL-4, IL-10), and the presence of macroscopic lesions towards necrosis after the challenge.

Methodology: 24 Holstein-Friesian calves of six months old, negative to different bTB immunodiagnostic tests,
were devided in four groups (6 calves/group): not vaccined group, BCB vaccined, vaccinated with CFPE m. Bovis
AN5 and vccinated with CFPE, but with previous IFNy treatment. IFNy, IL-2, IL-4 and IL-10 cytokine expression
was evaluated through RT-PCR and represented as the percentage of relative intensity to corresponding bands
with respect to internal positive control (b-actin), using LabWorks 4.0 software. Immune cellular response was

evaluated through IFNy production in cell culture estimated with bovine and avian PPD in different periods.

Results: cytokine expression was different between vaccinated and control groups, both in the postvaccinal and
postchallenge periods. Expression of IFNy in vaccinated group with BCG was higher in front of in vitro antigen sti-
mulation with bovine PPD and with DipZ antigen in the evaluated postvaccination period. Immunized groups with
CFPE, expression of IL-4 was significant during that period, specially in group treated with IFNy. After challenge,
production and expression of IFNy increased in all groups; being 200 times higher for the group treated with IFNy
with different antigen. In this group, higher expression of IL-2, IL-4 and IL-10 was also significant, especially IL-
10, a known antagonist of cellular immunity. In fact, this vaccinated group presente the highest number of lesions
to challenge; being, nonetheless, less severe than the ones in the control group.

Conclusions: the vaccinated group with BCG registered the lower number and degree of lesions, correlated with
a significant IFNy expression and production. Previous treatment with IFNy in the immunized group with CFPE
showed an adverse effect in the stablishment of a protective immunity due to a negative modulation from IL-4
and IL-10. According to the results, BCG is a better immune agent in the study, so that its use as an alternative for

disease control is promising.

Keywords: bovine, cytokines, gamma interferon, tuberculosis, BCG vaccine.

Resumo

Introdugéo: a tuberculoses bovina (TBb) é um problema grave da salde publica e da sanidade animal em pai-
ses em via de desenvolvimento, apresentando prevaléncias nos sistemas bovinos de leite alcangando cifras por
encima de 40 %. Por isto, seu controle se fundamenta em alternativas integrais em sua fonte animal para evitar
sua transmissao entre animais e os seres humanos, desde a perspectiva de “Saude Unica". A opgao mais viavel
para diminuir sua incidéncia é a vacina, porém, para conseguir com éxito, é necessario determinar as melho-
res condigdes para aplicar a vacina e entender os mecanismos imunoldgicos que oferecem resisténcia contra
Mycobacterium bovis, sendo ela uma bactéria intracelular, é necessario produzir uma resposta Th1, caracterizada
pela produgao do interferon gamma IFN-y), fator de necroses tumoral alfa TNF-a) e interleucina 12 (IL-12), citoci-
nas responsaveis pela ativagao e efeito microbicida dos macréfagos. Neste estudo avaliou-se a eficacia da vacina
BCG e o extrato protéico filtrado de cultivo (CFPE) de M. bovis como imundgenos contra a TBb através da analise
de produgao IFN-v, avaliagdo da expresséo de citocinas Th1 (IFN-vy, IL-2), Th2 (IL-4, IL-10) e presenca de lesdes
macroscopicas da necropsia apds exposigao.

Metodologia: 24 bezerras Holstein-Friesian de 6 meses de idade negativas a diferentes provas imunodiagnoticas
de TBb se dividiram em 4 grupos (6 bezerras por grupo): controle sem vacina, vacina com BCG, vacina com CFPE
de M. bovis AN5 e vacina com CFPE com tratamento prévio IFN-y recombinante. A expressao de citocinas IFN-y,
IL-2, IL-4 e IL-10 avaliou-se por RT-PCR e se apresentou com a percentagem de intensidade relativa das bandas
correspondentes com respeito ao controlo positivo interno (B-actina), utilizando-se software LabsWorks 4.0. A
avaliacao da resposta imune celular foi avaliada mediante o produgao de IFN-y no cultivo de células estimuladas

com PPD bovino e PPD avaliar em diferentes periodos.
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Resultados: A expressao das citocinas foi diferente entre os grupos de vacinas e controle, no periodo pos vaci-
nal como pos desafio. A expressao de IFN-y no grupo vacinado com BCG foi maior entre o estimulo antigénico
in vitro com o PPD bovino e com o antigeno DipZ no tempo pés vacinagao avaliado. No grupo de imunizados
com o CFPE, a expressao de IL-4 foi significativa neste periodo, apresentando maior porcentagem no grupo
tratado com o IFN-y. Apods o desafio, se incrementou a produgao e expressao do IFN-y em todos os grupos;
sendo 200 vezes superior para o grupo tratado com IFN- com diferentes antigenos. Neste grupo a maior ex-
presséo do IL-2, IL-4 e IL-10 foi também significativa, apresentando IL-10 maior reconhecida antagonista da
imunidade celular. De fato, neste grupo com BCG registrou-se o menor nimero e grado de lesdes no desafio,

manifestando-se no obstante menos severas em comparagao do grupo controle.

Conclusdes: no grupo vacinado com BCG mostrou um menor nimero e grado de lesdes, correlacionando
com uma produgao e expressao significativa do IFN-y. No tratamento prévio com IFN-y no grupo imunizado
com CFPE mostrou um efeito adverso no estabelecimento da imunidade protetora devido a uma modelagao
negativa por parte da IL-4 e IL-10. De acordo com os resultados apresentando a BCG é o melhor imundgeno no

estudo, sendo promissorio seu uso no controle da doenga.

Palavras chave: bovinos, citocinas, inteferon gamma, tuberculoses, vacinas BCG.

Introduccion

La tuberculosis bovina (TBb) es una de las enfermedades zoondticas mas impor-
tantes a nivel mundial y representa un serio problema de salud publica, ademas de
causar graves pérdidas econdmicas a la industria ganadera [1]. Los casos docu-
mentados de tuberculosis en humanos (TBh), ocasionada por M. bovis, se han ido
incrementando en las Ultimas décadas [2]. Para reducir las prevalencias o incidencias
de TBb, algunos paises han implementado programas de control y erradicacion, ba-
sados principalmente en la realizacion de las pruebas intradérmicas de la tuberculina,
con la eliminacion y sacrificio de los animales reactores [3]. Por otra parte, se han
buscado alternativas de control que no conlleven el sacrificio de animales, una de
ellas es el empleo de vacunas que protejan a largo plazo y controlen la TBb [4] y [5].

Mayormente, se necesitan estrategias innovadoras para preparar mejores
herramientas basadas en la identificacion de nuevos antigenos importantes para el
desarrollo de pruebas de diagndstico que podrian ser, no solo mas precisas y sensi-
bles, sino también capaces de diferenciar a los animales vacunados infectados y no
infectados (pruebas "DIVA"), ofreciendo asi perspectivas para introducir la vacunacion
potencial dentro de los programas de erradicacion existentes [6).

En consecuencia, el enfoque One Health se considera una necesidad critica
para abordar las enfermedades zoondticas. El concepto One Health es una estrategia
mundial para expandir las colaboraciones y comunicaciones interdisciplinarias en to-
dos los aspectos de la atencion médica para humanos, animales y el medio ambiente.
En lo que respecta a la enfermedad de la tuberculosis, esta estrategia puede acelerar

Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 16, n°. 1 / enero-junio 2020 / Bucaramanga, Colombia
Universidad Cooperativa de Colombia



Maura Cruz-Fierro, Laura Jaramillo-Meza, Clara Inés Espitia-Pinzon, Rafael Pérez-Gonzélez, g
Anabelle Manzo-Sandoval, Fernando Diaz-Otero

el desarrollo de nuevas pruebas de diagndéstico para humanos y ganado, pero también
mejorar los programas de vigilancia, control y erradicacion de la tuberculosis [7].

Actualmente los desarrollos se orientan hacia la investigacion de antigenos
propios de la vacuna de M. bovis BCG, que permitan diferenciar la respuesta inmune
de aquella inducida por cepas patégenas de M. bovis [8] y [9].

Por otro lado, se han desarrollado vacunas a nivel experimental con dosis de
10°y 10° Unidades Formadoras de Colonias (UFC), consideradas medias y altas de
BCG, respectivamente; que al ser evaluadas evocan la secrecion de citocinas relacio-
nadas con la proteccion a la enfermedad, por ejemplo: el IFN-y e IL.-2. Sin embargo,
se ha mencionado que la vacunacion con BCG puede interferir con los métodos de
diagndstico convencionales (pruebas intradérmicas de tuberculina). No obstante, tal
reactividad al PPD bovino parece estar mas relacionada con factores como la dosis
de vacuna BCG empleada, la edad del animal al momento de la aplicacion, la variedad
de cepa de BCG utilizada, junto con la sensibilizacion previa a la vacunacién por mi-
cobacterias ambientales [10].

En ese orden de ideas, se requiere una vacuna de facil aplicacion, efectiva para
el control, y que no interfiera con el diagnéstico de la enfermedad. Una de las razones
para que se genere la interferencia diagndstica, tiene que ver con las altas dosis de
BCG que han sido aplicadas [9].

La vacunacién es un componente importante para el control de diferentes en-
fermedades de origen infeccioso, por lo que la TBb no deberia estar exenta de esta
estrategia. La Unica vacuna aceptada para el control de la enfermedad en humanos
es la BCG de M. bovis, la cual se origind a partir de una cepa de M. bovis virulenta
proveniente de un caso de mastitis bovina en el afio de 1908. La BCG se ha aplicado en
humanos desde 1921, lo que la convierte en la vacuna del campo de la salud humana
mas utilizada a nivel mundial [11] y [12].

En la década de los 20 del siglo pasado, se observé que la BCG aplicada en
bovinos, via intradérmica, conferia proteccion 30 dias posvacunacion con una dosis
alta Unica de 100 mg (~ 10° UFC), protegiendo al ganado de infecciones naturales y
experimentales. Al vacunar animales recién nacidos se observé que estaban libres de
lesiones de TBb al sacrificio [13].

Como alternativa vacunal, se han utilizado los extractos proteicos de filtrado
de cultivo (CFPE, por sus siglas en inglés) de M. bovis o M. tuberculosis, que en di-
ferentes estudios han mostrado ser potentes estimuladores de linfocitos T, tanto en
modelos de ratones como en bovinos [14]. La ventaja de utilizar estos CFPE, es que
no inducen la reactividad a la prueba de tuberculina, por tanto, no interfieren con las
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pruebas diagnosticas y la efectividad de la vacuna no se ve afectada por la previa
sensibilizacién por micobacterias ambientales [15].

Por otro lado, los antigenos especificos que evocan la inmunidad protectora de
los linfocitos Th1 aun no son completamente conocidos; sin embargo, se ha observa-
do que las micobacterias vivas son mas eficientes en la generacion de la resistencia
adquirida especifica, comparada con preparaciones de micobacterias muertas; esta
observacion se ha utilizado como argumento para sostener que los antigenos se-
cretados presentes en los CFPE, producidos por el metabolismo activo bacteriano,
son esenciales para tal efecto. Existe pues, clara evidencia de que los antigenos del
CFPE son fuertemente reconocidos durante la infeccion por micobacterias en bovi-
nos naturalmente infectados y en modelos animales; y que varias de las proteinas
que los constituyen evocan una respuesta significativa en las fases tempranas de
la enfermedad [16]. Dos de los antigenos presentes y ampliamente estudiados en el
CFPE de M. bovis son las proteinas DipZ y el complejo de 45-47 kDa. El primero de
ellos involucrado en la biogénesis de la enzima citocromo-C oxidasa de la bacteria,
y el segundo es un complejo glicoprotéico con capacidad para unirse a la fibronec-
tina, del cual, se dice, puede inducir inmunidad celular en animales infectados [17].
Actualmente los estudios de vacunacion contra la tuberculosis se han enfocado en
la proteina HspX (ai-cristalina) de 16-kDa codificada en el gen Rv2031c, la cual se
expresa en bacterias del Complejo M. tuberculosis bajo condiciones de hipoxia. La
produccion de la proteina se incrementa durante la latencia de la bacteria y decrece
cuando esta regresa a su crecimiento exponencial, por lo tanto, este antigeno es un
posible biomarcador en la identificacion de tuberculosis latente, y se ha considerado
un candidato importante para producir una vacuna de subunidades con el propdsito
de prevenir la reactivacion de la infeccion tuberculosa latente. Considerando también
para el efecto los factores promotores de la reanimacion, las proteinas de Dormancy
of survival regulon (DosR) y las proteinas estimulantes de la inanicién son candidatos
potenciales para el desarrollo de vacunas de subunidades contra la infeccion de TB.
Debido a que esta proteina es producida también por M. bovis su potencial inmuno-
génico para el control de la TBb se ha considerado [18] y [19].

Mayormente, se ha informado que el tipo de respuesta inmune depende del
antigeno involucrado, la micobacteria y, en consecuencia, la resolucion de la enfer-
medad o en caso contrario su desarrollo (patogénesis). La vacunacion contra la TBb
se considera la mejor opcion para el control de la enfermedad, sobre todo en zonas
donde las prevalencias o incidencias son altas y en las cuales no se cuenta con los
recursos para costear programas tradicionales de prevencion, control y erradicacion.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la eficacia de la BCG y del CFPE de M. bovis
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como inmundégenos contra la TBb, a través del monitoreo del IFN-v, evaluacion de
citocinas Th1 (IFN-y, IL-2), Th2 (IL-4, IL-10) y presencia de lesiones macroscopicas a
la necropsia tras el desafio.

Materiales y métodos

Declaracion de ética

El disefio del estudio, metodologia del muestreo, desafié y sacrificio fueron eva-
luados y aprobados por el Comité de Bioética para el Cuidado y Uso de Animales
para Experimentacién en Proyectos de Investigaciéon del Centro de Sanidad Animal
e Inocuidad (CENID-SAI) del Instituto Nacional de Investigacion Forestal, Agricola
y Pecuaria (INIFAP). La recoleccion de muestras de sangre y la administracion de
la Prueba Intradérmica de la Tuberculina Comparativa (PITC) fueron realizadas por
veterinarios calificados, siguiendo los procedimientos oficiales de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-041-Z00 1995) de la Campafia Nacional contra la tuberculosis.

Diseno experimental

Se utilizaron 24 hembras de la raza Holstein-Fresian de 6 meses de edad, proce-
dentes de una zona libre de TBb, previa confirmacion de su negatividad a la Prueba
Cervical Comparativa (PPC), interferén gama (IFN-y) inmunoensayo (ELISA) y la re-
accion en cadena de la polimerasa (PCR), a partir de muestras de moco nasal.

Los animales fueron divididos en 4 grupos (6 animales/grupo), tal y como se
describe a continuacioén: 1) grupo control inoculado con solucién de fosfatos estéril
pH 7.0 (PBS); 2) vacunado con BCG M. bovis cepa Pasteur (1x10° UFC); 3) inoculado
con 300 pg de CFPE de M. bovis AN5 y 4) al cual se les administré dos dias antes 200
ng de IFN-y bovino recombinante antes de ser inmunizados también con 300 pg de
CFPE. Las vacunas se aplicaron en la tabla de cuello por via intradérmica, y 21 dias
después se hizo la revacunacion bajo el mismo esquema, pero sin la aplicacion del
IFN-v bovino recombinante.

Para la evaluacion de citocinas, se establecieron 3 muestreos en diferentes
tiempos: antes de la vacunacion (tiempo 0); 3 meses posvacunacion y 6 meses
posdesafio.

Enla PCC se utilizaron las tuberculinas autorizadas para efectos de la Campafia
Nacional contrala Tuberculosis y Brucelosis (CANATB), bajo la Norma Oficial Mexicana
NOM-031-Z00 [20].
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Produccion de IFN-y
La prueba de IFN-y, mejor conocida como Bovigam (BOVIGAM™ Bovine Gamma
Interferon Test), se aplico al inicio del experimento para diagnosticar y posteriormen-
te para el monitoreo de la respuesta inmune celular empleando para el efecto el PPD
bovino y el PPD aviar, incluidos en el sistema comercial, asi como las proteinas del
complejo antigénico 45/47 kDa o APA (antigeno rico en prolina y alanina) y la protei-
na de biogénesis de la citocromo tipo C, proteina integral de membrana DipZ (DipZ).
Luego se distribuyo la sangre heparinizada de los animales de estudio en placas de 24
pozos para cultivo celular (NUNCLON™ Delta, NUNC®), a razén de 1,5 ml de sangre/
pozo en los pozos correspondientes para cada uno de los antigenos a evaluar y para
el mitdgeno Concanavalina A (ConA), dejando un pozo sin estimulo como control.

Las placas se incubaron por 24 h, a 37 °C, en una atmaésfera de aire enriquecida
con 5 % de CO,,95% de humedad relativa. Los plasmas de los diferentes cultivos de
sangre se colectaron y mantuvieron a =70 °C hasta su evaluacion. El IFN-yliberado o
producido ante el estimulo antigénico se cuantificd de acuerdo con las especificacio-
nes del sistema comercial, para cuyos efectos se empled un ensayo inmunoenzima-
tico tipo sandwich. Se depositaron 50 pl/pozo de los plasmas colectados diluidos 1:2
por duplicado en los pozos correspondientes de las placas de ELISA recubiertas con
el anticuerpo monoclonal de captura anti-IFN-y bovino.

Posteriormente, las placas de ELISA se incubaron a temperatura ambiente
(TA) por 1 h'y se lavaron cinco veces con PBS-Tween 20 al 0,05 %. Después de este
procedimiento se adicionaron 100 ul del conjugado (anticuerpo de deteccion, anti
IFN-y bovino marcado con peroxidasa) y se incubd por 1 h. A continuacion, se efec-
tud un ciclo de lavados para luego adicionar el sustrato 3,3',5,5' tetrametilbencidina
(TMB), la reaccion se detuvo por la adicion de la solucion de paro (H,SO, 0.5M). Las
concentraciones relativas de IFN-vy se registraron como la densidad éptica (DO) me-
dida a 450 nm. Los resultados de la prueba de BOVIGAM como método diagnodstico
se calcularon considerando la diferencia entre el valor de las DO, obtenida de la
muestra estimulada con el PPD bovino, menos el valor de la muestra sin estimular,
la cual debe ser > a 0,5, siempre y cuando la diferencia entre el valor de la mues-
tra obtenido con el PPD bovino y el de la muestra estimulada con el PPD aviar sea
igual a 0,5 [21]. Los valores obtenidos para monitoreo de la respuesta inmune fue-
ron graficados calculando el valor promedio de los animales de cada grupo con los
diferentes antigenos.
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ELISA comparativa

Para la evaluacion de la inmunidad humoral, se recubrieron placas con los CFPE de
M. bovis y M. avium por separado, depositando 100ul de una solucion de los antige-
nos (10ug/1 ml) en buffer de pegado (amortiguador de carbonatos pH 9.6) por pozo.
Se incubd por 12 h a TAy se elimind la solucion. Se lavé 5 veces con solucion de la-
vado (PBS-Tween 20 al 0.05 %). Se afnadieron 100 pl de solucién de blogueo con 3 %
de leche descremada en solucion de lavado, incubando por 1 ha 37 °C, y nuevamente
recibieron un ciclo de lavado. Se afiadieron 100 pl de cada suero problema diluido
1:100 en solucion bloqueadora e incubaron 1 h a TA. Luego de otro ciclo de lavados se
agregaron 100 pl de proteina G-peroxidasa diluida 1: 10 000 en solucién blogueadora,
se dejaron incubar 1 h a 37 °C y se lavaron 5 veces. Inmediatamente se afiadieron
100 pl/pozo de solucion de revelado (10 ml/placa de amortiguador de citrato-fosfato
pH 4.5, 4 ug de orto-fenilendiamina y 4 pl de H,0,). La reaccion se detuvo a los 15 min
con 50 pl de solucion de paro (H,SO, 2M). Las lecturas se realizaron a 492 nm [22].

Prueba de PCR

Para el diagnostico de TBb por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se extrajo
el DNA de cada muestra de exudado nasal mediante el método de Van Soolingen, et
al, [23]. El DNA se disolvié en 20 ul de agua milli Q y almacend a — 20 °C hasta su
empleo. Para la PCR se empled como control positivo, DNA de M. tuberculosis H37Rv
y DNA de M. bovis AN5, como control negativo DNA de M. avium DN4 y agua Milli-Q.
Se siguid esencialmente el método descrito por Cousins, et al,, [24]. Los iniciadores
para la PCR fueron TB1a 5" CTC GTC CAG CGC CGC TTC GG 3"y el TB1b 5'CCT GCG
AGC GTA GGG GTC GC 3', que amplifican el gen MPB70 con un tamafo de 372 pb, que
identifica al complejo M. tuberculosis. La reaccion se llevé a cabo en un volumen final
de 50 ul con las concentraciones de: dNTP’s 10 mM, Mg,CI 1.6 mM, 20 pM de cada
primer, 0.625 U de Tag polimerasa y 100 ng de DNA de cada muestra. Se amplificé
por 30 ciclos: 17 96°C, 1" 55°C y 1" 72°C. Los productos se visualizaron en geles de
agarosa al 1,5 % tefiidos con bromuro de etidio (BrEt) al T %.

Cultivo de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC)
Para la evaluacion de citocinas se trabajé con PBMC, estas se separaron por gradien-

te con Ficoll-Paque Plus por centrifugacion a 2800 rpm por 30 min. Se recupero la
interface de leucocitos y adiciond solucion de Hanks para lavado, luego de lo cual se
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centrifugaron nuevamente a 2800 rpm por 10 min. Se adiciond RPMI 1640 con suero
fetal bovino (FBS) al 10 %. La suspension celular se ajustd a 5x10° células/pozo. Los
cultivos se estimularon con 100 ul de PPD bovino (300 ug/ml), 100 ul de PPD aviar
(300 pg/ml), 2.5 ul del complejo 45-47 kDa (125 ug/ml), 2.5 ul del antigeno DipZ (125
ug/ml), 10 ul de ConA (0.2 mg/ml) y se dejé un pozo sin estimulo. Se incubaron por
72 ha37°Cal 5% de CO,. Se cosecharon 200 pl de sobrenadante para realizar la
prueba de IFN-y.

Aislamiento de RNA total

Los cultivos de PBMC se recuperaron y se centrifugaron a 4000 rpm por 5 min a
4 °C, se adiciond 1 ml de Trizol y se congelaron a =70 °C [25]. EI RNA se extrajo
con 200 ul de cloroformo-isoamilico, se centrifugd y se recuperd la fase acuosa. El
RNA se precipitd con 500 ul de isopropanol. La pastilla se lavd con etanol al 100 % y
posteriormente se realizé un segundo lavado con etanol al 75 % frio, el RNA fue res-
uspendido en 20 ul de agua DEPC, se calento al bafio de Maria a 60 °C por 10 min y
se determind la concentracion empleando el Gene Quant (RNA/DNA calculator) [26].

Evaluacion de citocinas por RT-PCR

A partir del RNA total aislado de cada muestra se sintetizé el cDNA. Las reacciones
de RT se realizaron en 40 ul, la mezcla contenia 2 pl de Oligo d(T) T ug, 4 ul de 5X
Fisrt-Strand Buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 7 mM MgCl,, 40 mM KCI, 10 mM DTT);
4 ul de mezcla de desoxiribonucledtidos (dNTP: dGTP, dATP, dTTP, dCTP) 10 mM
(1 ul de cada uno), 2 ul de RNAse Inhibitor 40 U, 2 ul de la enzima M-MLV Reverse
Transcriptase y 250 ug de RNA total. La mezcla se sometio a un ciclo de RT a 70 °C
por 3 min, 37 °C por 60 min'y 70 °C por 15 min.

El cDNA sintetizado se agreg6 a las reacciones de PCR que se llevaron a cabo
en un volumen final de 25 ul. La mezcla fue 2.5 ul de amortiguador de reacciéon 10X
(KCI 500 mM, Tris-HCI pH 8.3 100 mM, gelatina 10 ug/ml), 1.5 ul de MgCl, 20X (1.5
mM), 0.5 ul de desoxiribonucledtidos (ANTP: dGTP, dATP, dTTP, dCTP) (1:1:1:1) 10 mM,
0.5 ul de cada primer (10 pmol), 0.12 ul de Amplificasa ADN Polimerasa Termoestable
(0.6 U), 4.5 ul de cada cDNA y agua DEPC cbp 25 ul [27].

Las reacciones de PCR se desarrollaron en un termociclador iClicler de acuer-
do con las condiciones establecidas previamente para cada citocina (tabla 1). Los
resultados de RT-PCR, con la B-actina normalizada para la expresion de las citocinas,
fueron representados como la intensidad relativa de las bandas encontradas en los
geles de agarosa tefiidos con BrEt utilizando el software LabWorks 4.0 [28].

Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 16, n°. 1 / enero-junio 2020 / Bucaramanga, Colombia
Universidad Cooperativa de Colombia



Maura Cruz-Fierro, Laura Jaramillo-Meza, Clara Inés Espitia-Pinzdn, Rafael Pérez-Gonzalez, 14
Anabelle Manzo-Sandoval, Fernando Diaz-Otero
Tabla 1. Secuencia de los iniciadores utilizados, tamaiio del fragmento amplifica-
do para las diferentes citocinas de origen bovino y programas empleados

Nombre de la citocina Tamaiio del fragmento
Referencia Secuencia de los iniciadores amplificado cDNA (pb) y
Bibliografica Programa de Termociclador
457 pb
-2 5’ AGA TAC AAC TCT TGT CTT GC3’ 95°C 94°C 52°C 72°C 72°C
Cerreti et al., 1986a 5’ AGT CAT TGT TGA GTA GAT GC3’ 430" 457 1’5
30 CICLOS
184 pb
INF-y 5 TTC AGA GCCAMATTG TCT CC 3’ 95°C 94°C 53°C 72°C 72°C
Cerreti et al., 1986b 5 CTG GAT CTG CAG ATCATCCA 3’ 4 1 1130”7
31 CICLOS
311pb
-4 5 CTATTAATG GGT CTC ACC TAC CA3’ 94°C 94° 51°C 72°C 72°C
Heussier et al., 1992 3 CTT GCCAAG CTG TTGAGATTC S’ 5 30”7 45" 1’ &
33 CICLOS
471
I-10 5 GTT GCC TGG TCT TCC TGG CTG3’ 95°C 94°C 53°C 72°C 72°C
Degen etal., 1983 5" TAT GTA GTT GAT GAA GAT GTC3’ 411 130”7
30 CICLOS
890 pb
B-actina 5 ACC AAC TGG GAC GAC ATG GAG 3’ 94°C 94°C 52°C 72°C 72°C
Deguen et al., 1983 3’ GCATTT GCG GTG GAC AAT GGA5’ 5 50” 50” 1’107 10’
30 CICLOS

Fuente: elaboracion propia

Cepa de desafio
Se utilizé un aislado de M. bovis obtenido de un caso de TBb, identificado como cepa
N°® 9930. Esta ultima se cultivd en agar Middlebrook enriquecido con 10 % de Oleic
Albumin Dextrose Catalase (OADC), a partir del cual se seleccionaron de 3 a 5 colo-
nias con morfologias semejantes para su propagacién en caldo Middlebrook 7H9 con
1 % de OADC y 0.5 g/l de Tween 80; posteriormente se incubd por 8 dias, el cultivo
se transfirié a un volumen de 135 ml de medio fresco por 11 dias mas, hasta su fase
logaritmica.

Para la cuantificacion de las UFC, se tomd una alicuota y se realizaron dilucio-
nes decimales, de las cuales se tomaron alicuotas para sembrarlas en agar 7TH11 a
partir de la dilucién 10-® — 10-° por triplicado, luego se incubaron por un periodo de 3 a
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4 semanas, a 37 °C, y se ajustaron a 10* UFC/ml. Todos los grupos fueron desafiados
via intratraqueal a los 6 meses posvacunacion y se sacrificaron 6 meses posdesafio.

Criterios de evaluacion de lesiones (post mortem)

Se colectaron los linfonodos (LN) de cabeza (submandibular, retrofaringeos y paré-
tidos) y de térax (mediastinicos y bronquiales). Las lesiones a nivel macroscopico,
tanto de LN como pulmonares, fueron calificadas con un sistema de cruces de acuer-
do con sutamafio. Se asigno (+) a las lesiones de = 0,2 cm y < 0,5 cm de didmetro, (++)
alas lesiones de>0,5cmy<1,0cmy (++4) a las lesiones > 1,0 cm. Se establecieron
tres grados de severidad de acuerdo con su tamafio y gravedad de la patologia ma-
croscopica observada, calificandose como: leves, cuando los focos eran pequefios y
circunscritos con lesiones visibles; moderadas, cuando las lesiones menores de 1 cm
presentaban focos necréticos y/o piogranulomatosas, y severas, cuando las lesiones
eran extensas y de diferentes tamafios (mayores a 1 cm), confluentes, constituidas
por centros de necrosis licuefactiva, y de diferente grado de mineralizacién rodeadas
por tejido conectivo. Las lesiones fueron clasificadas siguiendo metodologias repor-
tadas [29].

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el programa STATISTICA version 5.5. Se realizd un
analisis de varianza, sequido de una prueba de Tukey para diferente tamafio de mues-
tra, utilizando lacomparacién multiple de medias con un nivel de significancia (P<0.05),
para la determinacion de posibles diferencias estadisticamente significantes.

Resultados

Pruebas de PCC, IFN-y, ELISAy PCR

Para su inclusion en el estudio, se evalud cada uno de los animales con las diferentes
pruebas inmunodiagndsticas sefialadas y con la prueba de PCR para la deteccién de
bacterias del Complejo M. tuberculosis. Todos los animales resultaron negativos a las
diferentes pruebas diagndsticas realizadas. La figura 1 corresponde a la PCR para la
deteccion de M. bovis en muestras de moco nasal de los animales de estudio. En el
carril 6 se observa una muestra negativa con sus respectivos controles.
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Figura 1. Productos de amplificacion de 372 pb del gen de la proteina MPB70 de M. bovis
conTB1-a ¥ TB1-b. Carril 1, M. bovis AN5; carril 2, M. tuberculosis H37Rv; carril 3y 5, DNA
de animales infectados con M. bovis; carril 4, marcador de peso molecular, carril 6 de
animal negativo a la PCR simple de moco nasal al inicio del experimento

Ensayo de IFN-y

Se evalud la produccion de IFN-y al inicio del experimento (tiempo 0), a los 3 meses
(posvacunacion) y a los 6 meses (posdesafio) en los diferentes grupos. Al tiempo 0 no
hubo diferencia significativa entre grupos con los diferentes antigenos, y la respuesta
al mitdgeno ConA para los animales de todos los grupos fue altamente significativo,
lo cual confirma que el estado inmunolégico de todos los animales se encontraba en
condiciones 6ptimas. El mismo comportamiento hacia el mitégeno se observo en to-
dos los grupos a los 3 meses posvacunacion, empero, existid una disminucion en los
niveles de produccion con respecto al tiempo 0, la cual fue ain menor para el grupo
vacunado con BCG. A los 3 meses posvacunacion, la produccion de IFN-y con los
diferentes antigenos no fue significativa, en realidad los valores fueron bajos para to-
dos los grupos. Se podria sefalar, no obstante, que en el grupo inmunizado con BCG
la produccion con el PPD bovino fue 2 veces mayor que con los otros antigenos a los
tres meses posvacunacion. A los 6 meses posdesafio la produccion de la citocina fue
significativa para los diferentes grupos inmunizados en presencia del PPD bovino, y
con los antigenos DipZ y el complejo 45-47, siendo mayor la produccion para este
ultimo, incluyendo al grupo control (Figura 2).
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Figura 2. Resultados de la produccién de IFN-y en cultivos de sangre completa estimu-
lados con los diferentes antigenos evaluados (PPD bovino, DipZ, C-45-47) y el mitégeno
ConA, al tiempo 0, tres meses posvacunacidn y seis meses posdesafid para los grupos
vacunados con BCG, CFPE, CFPE+IFN-y, y el grupo control.

Expresion de citocinas por RT-PCR

Los valores de expresion de las diferentes citocinas se calcularon considerando la
intensidad relativa media con respecto a la expresion de la B-actina dentro de los
animales de cada grupo. En la figura 3 se observan los productos de amplificacion de
B-actina (890 pb), en gel de agarosa al 1,5 % teflido con BrEt al T %, correspondiente a
las células sin estimular, utilizadas como control. Los 24 animales mostraron amplifi-
cacion para este gen constitutivo con diferencias en grado de intensidad.

123 4 5 6 7 89 10 11 12FPM
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Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de los productos amplificados para el
gen de la -actina (890 pb) por RT-PCR, obtenidos de los cultivos de PMNC de los diferen-
tes animales sin estimular, carriles 1-24. Carriles PM marcadores de peso molecular.
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En lafigura 4 se muestran los productos de amplificacion del IFN-y (184 pb), en
comparacion con la B-actina (890 pb) con los diferentes antigenos micobacterianos
y el mitégeno en muestras de dos animales del grupo vacunado con BCG durante el
segundo muestreo, estimulados con los diferentes antigenos.

15

PPD Dip-Z 45-47 ConA PPD Dip-Z 45-47 ConA

IFN-y R e

B-actina @- -..-
1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 4. Analisis de la intensidad de expresion de los genes de IFN-y y B-actina
por RT-PCR. La expresion se cuantificd mediante el software Labworks 4, comparando la
intensidad de las bandas encontradas en los geles de agarosa tefiidos con BrEt
con la intensidad de las bandas de B-actina. Los nimeros del 1-8 ejemplifican
(carril 1-4 animal 1, carril 5-8 animal 2), pertenecientes al grupo vacunado con BCG
a los tres meses posvacunacion.

Enlafigura 5 se observan los productos de amplificacion del gen de la B-actina
(890 ph), IFN-vy (184 pb), IL-2 (457 pb), IL-4 (311 pb) e IL-10 (471 pb) de muestras de

animales vacunados con BCG, estimulados con diferentes antigenos a los 3 meses
posvacunacion.

1 2 3 4 5 6

a) B-actina (890 pb)
b)  IFN-y (184 pb)

c) IL-2 (457 pb)

d) IL-4(311pb)

e) IL-10 (471 pb)

Figura 5. Productos de amplificacion de B-actina (a), IFN-y (b), IL-2 (c), IL-4 (d) e IL-10 (e)
de algunos de los animales, en geles de agarosa al 1,5 %, tefiidos con BrEt al 1 %. Carril
1, sin estimulo; carril 2, células estimuladas con PPD bovis; carril 3, células estimulas con
DipZ; carril 4, células estimuladas con antigeno 45-47; carril 5, células estimuladas con
ConA; carril 6, corresponde a marcador de peso molecular. Las muestras se obtuvieron
del grupo vacunado con BCG, a los tres meses posvacunacion.
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Primer muestreo

De acuerdo con los analisis determinados por la intensidad de los productos de am-
plificacion para las citocinas evaluadas, se observd que al inicio del experimento la
expresion de IFN-vy fue significativamente detectable en todos los grupos, aun sin el
estimulo antigénico. De manera similar, y aunque no en todos los casos detectable,
se observo la expresion de -2 en algunos animales en el tiempo previo a la inmuni-
zacion. Entanto que, la expresion de IL-4 e IL-10 fue insignificante en todos los grupos
de estudio (figura 6).
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Figura 6. Resultados del analisis por RT-PCR para los grupos control y vacunados
con BCG, CFPE y CFPE+IFN-y previo a la inmunizacion. Se observa la expresion
promedio de las citocinas estudiadas (IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10), con referencia a la
B-actina. Los resultados estan representados como la intensidad relativa de las
bandas en geles tefiidos con BrEt

Segundo muestreo

A los tres meses posvacunacion la expresion del IFN-y, en el grupo vacunado con
BCG, fue significativamente mas alta comparando con los otros grupos inmuniza-
dos, tanto en presencia del PPD bovino, como con el antigeno DipZ. La expresion
de IL-2 e IL-4 no fue significativa para este grupo, pero si existieron valores relativos
para la IL-10 con respecto a la B-actina con todos los antigenos empleados. En el
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grupo inmunizado con CFPE+IFN-y, la expresion de IL-4 fue significativa con los di-
ferentes antigenos, inclusive en los cultivos de PBMC sin estimular. En este grupo,
no hubo expresion de las otras citocinas en este tiempo evaluado (figura 7). En el
grupo control sin inmunizar se registraron incrementos relativamente significativos
para las diferentes citocinas con el PPD bovino y el mitdgeno, lo cual puede deberse
a una respuesta inespecifica, a la sensibilizacion de los animales a microorganismos
taxondmicamente relacionados con las micobacterias o bien a micobacterias am-
bientales, considerando la respuesta observada en el tiempo 0 para los animales de
este grupo y la de los otros antes de la inmunizacion (figura 7'y 8).
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Figura 7. Resultados de RT-PCR para los grupos control y vacunados con BCG, CFPE y
CFPE+IFN-y a los tres meses posvacunacion. Se observa la expresién promedio por
grupo de las citocinas estudiadas (IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10) con relacion a la B-actina.

Los resultados estan representados como el porcentaje de la intensidad relativa de las

bandas en los geles, tefiidos con BrEt

Tercer muestreo

A los seis meses posdesafio, la expresion génica del IFN-y e IL-2 fue significati-
vamente alta en el grupo control, sin incrementarse ante el estimulo antigénico y
considerando los indices de expresion relativa que se determinaron en los cultivos de
PBMC sin estimular. En este grupo, a diferencia de los resultados observados sobre
la expresion de IL-10 a los tres meses posvacunacion, en este tiempo posdesafio no
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se registraron niveles de expresion detectables para esta citocina. Con respecto al
grupo inmunizado con BCG la expresion de IFN-ye IL-2 e IL-2 fue detectable, pero no
mayor a la que se observo en el grupo tratado con IFN-y previo a la inmunizacion con
el CFPE (CFPE+ IFN-y), el cual mostré una sobreexpresion del gen del IFN-y, siendo
su expresion 300 veces mas alta que la que se registro en el grupo inmunizado con
CFPE. Mayormente, para este grupo tratado con IFN-y hubo una alta expresion de IL-
10, a diferencia de los otros grupos inmunizados y de control. Con respecto a IL-4, su
expresion fue significativa en el grupo control y en el grupo tratado con IFN-v, pero no
para los otros grupos (figura 8).
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Figura 8. Resultados de RT-PCR para los grupos control y vacunados con BCG,
CFPE y CFPE+IFN v a los seis meses posdesafio. Se observa la expresion promedlo
por grupo de las citocinas estudiadas (IFN-y, IL-2,IL-4 e IL-10), con respecto a - actina.
Los resultados estan representados como la intensidad relativa de las bandas en los
geles teflidos con BrEt

Inspeccién post mortem

El grupo control (no vacunado) fue el que mostré el mayor nimero y severidad de
lesiones en todos los animales (6/6). Las lesiones observadas fueron principalmente
deltipo de linfadenitis supurativa, siendo los LN cervicales profundos los mayormente
afectados; registrandose lesiones mayores a 2,56 cm de diametro en cuatro de los ani-
males. En tres animales los LN mediastinicos tuvieron lesiones > 0,8 cm de diametro.
Los LN retrofaringeos medios de dos animales de este grupo presentaron lesiones
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de > 0,5 cm a 3 cm. Un solo animal tuvo lesion en LN retrofaringeos lateral con una
lesion > 2,5 cm y otro una lesion en LN mandibular de 1.0 cm, aproximadamente. En
el pulmon de un solo animal se observo una lesion < 0,5 cm de aspecto ligeramente
purulento, en el I6bulo caudal derecho.

El grupo 2, vacunado con BCG, fue el que presenté menor nimero de lesiones
y con menor severidad. Tres animales totalmente libres de lesiones (3/6); es decir, un
50 % con lesiones primordialmente leves: un animal con lesién en la zona de inocu-
lacion, un animal con lesion Unica en LN mediastinicos < 0,7 cm y otro animal con
pequefias lesiones en LN cervicales profundos y mediastinicos < 0,3 cm. Solamente
un animal mostré lesion en los LN retrofaringeos medios < 1 cm, LN cervicales pro-
fundos > 1 cmy en LN tragueobronquiales y mediastinicos < 1 cm.

Con respecto al grupo 3, inmunizado con CFPE de M. bovis, las lesiones fueron
menos extensas (5/6) con un 83 % de lesiones de linfadenitis supurativas de grado
leve en LN, la mayoria de ellas cercanas a la zona de inoculacion. Solo un animal estu-
vo libre de lesiones y tres animales presentaron minimas lesiones. En cuanto a los LN
afectados, se observé que 5 animales tuvieron lesiones en LN cervicales profundos
con un diametro < 0,3 cm y uno > 1 cm. En 2 animales los LN retrofaringeos medios
presentaron lesiones < 0,5 cm.

En el grupo 4, inmunizados con CFPE + IFN-v, solo un animal se encontro libre
de lesiones a TBb; sin embargo, comparado con el grupo control, en los animales que
si presentaron lesiones, estas no fueron tan frecuentes, se encontraron localizadas y
fueron menos severas (menor tamafio). Los LN mas afectados en este grupo fueron
los cervicales profundos, encontrando lesiones < 0,2 cm hasta > 0,1 cm en cinco
animales. Los resultados a la necropsia se muestran detalladamente en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de la necropsia, distribucién y severidad de las lesiones ma-
croscopicas en los animales de estudio

Presencia Grado de severidad Nodos linfaticos
Grupos . .
de lesiones o * O  ** 0  kkx mas afectados
No vacunados 6/6 100 1/16 6 7/16 44  8/16 Cervicales profundos
BCG 3/6 50 2/7 28 47 57 1/7T Mediastinicos
Vacunados CFPE 5/6 83 9/13 69 3/13 23 1/13 Cervicales profundos
CEPE/INF-y 5/6 83 11/18 61 5/18 27 2/18 Cervicales profundos
*Leve BCG: Bacilo Calmette-Guerin
**Moderado CFPE: Extracto proteico de filtrado de cultivo
***Severo INF-y: Interferén gamma
Spei Domus e-ISSN 2382-4247 /Vol. 16, n°. 1 / enero-junio 2020 / Bucaramanga, Colombia

Universidad Cooperativa de Colombia



20 Evaluacion experimental de vacuna BCG y extracto proteico en bovinos, via expresion de
citocinas

Discusion

La vacunacion contra la tuberculosis bovina se ha considerado una de las herramien-
tas mas viables para reducir los indices de incidencia y prevalencia en los sistemas
bovinos de leche. Para las estrategias del progreso de mejores y nuevas vacunas hacia
la tuberculosis bovina se parte de identificar aquellos antigenos capaces de estimular
y activar linfocitos tipo Th1, que se caracterizan por producir cantidades significati-
vas de IFN-y e IL-2 citocinas que se asocian con la resistencia micobacteriana [15].
En investigaciones previas, mayormente se ha informado sobre la importancia que
tiene la edad de los animales al momento de la inmunizacién contra la tuberculosis,
puesto que a edad temprana se ha demostrado que se establece una mejor inmuni-
dad protectora y especifica; por lo tanto, entre menor sea la edad a la cual se aplique
la vacuna, mayor sera el rango de proteccion. La mayoria de los animales en este
estudio tenian una edad alrededor de los seis meses, lo cual pudo tener influencia en
los resultados de expresion de las citocinas registrados previo a la inmunizacién en
los diferentes grupos. Por lo que este factor, tiene un valor importante ya que existe
un riesgo mayor de infeccidon cuando no se vacunan a edades tempranas, y en con-
secuencia menor es la proteccion de la vacuna [30].

Con respecto a la produccion de IFN-v, no se observaron incrementos signifi-
cativos en ninguno de los grupos tratados a los tres meses posvacunacion; sin em-
bargo, a los seis meses posdesafio, enlos cultivos de PBMC obtenidas de los animales
del grupo vacunado con BCG, que fueron estimulados con los antigenos del complejo
45-47 se observo en promedio el nivel mas alto de produccion de la citocina, sequido
de los niveles detectados con el antigeno DipZ y con el propio PPD bovino.

A través de la técnica de RT-PCR fueron evaluadas: IFN-y e -2, que corres-
ponden a las del patréon Th1 y las del patron Th2: 1L-4 e IL-10, en tres diferentes etapas
del estudio, antes de la vacunacién, a los tres meses posvacunacion y seis meses
posdesafio. La expresion del mRNA es una medida apropiada de la produccién de
citocinas, ya que la mayoria de los genes de las citocinas son regulados a través de la
trascripcion y su expresion se correlaciona directamente con los niveles de proteina
[37]. Esta prueba de RT-PCR, ha sido empleada por algunos investigadores como he-
rramienta para detectar la transcripcion de mRNA de citocinas bovinas en PBMC [32].

Los niveles de expresion de IFN-y detectados en el grupo vacunado con BCG
correlacionan con un patrén de respuesta inmune orientado hacia una respuesta Th;
Mayormente, se ha indicado que la BCG es un potente estimulador de células CD4+y
un pobre estimulador de células CD8+ [33].

Se ha descrito que la vacuna BCG induce niveles significativos de produccion
de IFN-ye IL-2, lo cual correlaciona con la proteccion de los animales vacunados ante
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el desafio experimental; ello sefiala la importancia de estas citocinas para promover
la resistencia a la infeccion [8] [9] y [34]. Sin embargo, también se ha demostrado que
el establecimiento de una inmunidad protectora depende de la dosis de vacuna BCG
empleada; dosis altas inducen una mayor respuesta inflamatoria en animales vacu-
nados en relacion con aquellos en los que se les aplica una dosis baja de vacuna [31].
LLa dosis de BCG empleada en el estudio esta dentro de los rangos de dosis bajas que,
de acuerdo con otros autores inducen una mejor respuesta inmune y mejor proteccion
[5]131] y [35].

Con el uso de la BCG, los bovinos tienen hasta un 75 % de proteccion contra la
infeccion experimental intratraqueal con M. bovis [34]. En animales vacunados experi-
mentalmente con BCG, se ha visto proteccién y un menor desarrollo de lesiones, junto
con una menor severidad [35], como ha sido demostrado en el presente estudio. En
la inspeccion post mortem tres animales no presentaron lesion alguna, mientras que
los restantes desarrollaron lesiones moderadas.

Respecto al grupo CFPE, la produccion de IFN-yy la valoracion del patron de
citocinas se correlaciona positivamente con la presencia de lesiones en pocos 6érga-
nos, y de severidad moderada. Esto sugiere una proteccion eficaz, en términos del
desarrollo y extension de las lesiones. Se ha observado que el uso de CFPE de M.
bovis estimula la respuesta inmune y protege contra la infeccion; sin embargo, puede
estimular la produccion de altos niveles de anticuerpos y bajos niveles de citocinas
del patron Th1, por lo que se considera como el segundo candidato vacunal, después
de la BCG [36] y [37].

Para el grupo vacunado con CFPE + IFN-v, se observé una sobreexpresion de
IFN-yen el tiempo posdesafio, que coexistid con una expresion significativa de IL-10,
citocina que se ha determinado modula la respuesta inmunitaria protectora frente
a patégenos intracelulares al bloquear la produccion de citocinas proinflamatorias,
como el TNF-ay la citocina IL-12 polarizando la respuesta inmune tipo Th1, al actuar
directamente sobre las células presentadoras de antigenos, como los macréfagos
y células dendriticas; mayormente, también puede inhibir la fagocitosis y la muerte
microbiana al limitar la produccion de intermediarios reactivos de oxigeno y nitrdgeno
en respuesta al IFN-y, mecanismos bioldgicos fundamentales que median la inmuni-
dad contra las infecciones por M. bovis [19] y [28]. Previo al desafio, se determinaron
niveles significativos de expresion de IL-4, sefialando desde un inicio la modulacién
negativa de la respuesta inmune celular por la aplicacion exégena del IFN-yrecombi-
nante. No obstante, la expresion de IL-4 desciende en el periodo posdesafio evaluado.
En cuanto a la inspeccion de los animales después del sacrificio, solo uno no pre-
sento lesiones; en los demas, las lesiones con caracteristicas de calcificacion en los
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organos afectados se calificaron entre leves y moderadas. La mineralizacion de las
lesiones se detecta 35 dias después de ocurrir la infeccion por M. bovis, cuando los
animales han sido vacunados con CFPE [8].

La vacunacion con CFPE produjo una proteccion significativa, ya que las lesio-
nes sugestivas a tuberculosis fueron observadas en LN cercanos a la zona de inocu-
lacién, siendo pequefas y escasas, con tendencia a encapsular las micobacterias, sin
mostrar lesiones que se extendieran a otras partes del cuerpo.

En el grupo control la produccion y expresion de IFN-ye IL-2 fue notable con los
diferentes antigenos evaluados después del desafio, sefialando la presencia de una
infeccion activa en los animales de este grupo, que se confirmo por el mayor nimero
y extension de lesiones observadas a la inspeccion postmortem.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio, en los animales vacuna-
dos con BCG se establecio una respuesta inmune celular importante, capaz de conte-
ner la infeccién micobacteriana ante el desafio experimental al que fueron sometidos,
observandose en éstos un menor ndmero y extension de lesiones tuberculosas a la
dosis de vacuna empleada, comparando con aquellas que se desarrollaron en los ani-
males sin vacunar, sequido del grupo vacunado con CFPE. Por lo que, es importante
considerar a la vacuna BCG como el mejor candidato vacunal para el control de la
tuberculosis bovina con ello se reducirian los riesgos de transmisién dentro de los sis-
temas de produccion bovinos, y sobre todo a la poblaciéon humana. Asi, la vacunacion
con BCG puede ser util como alternativa o complemento al establecimiento de otras
medidas biosanitarias y de biocontencién que coadyuven a reducir la prevalencia de
la enfermedad en zonas donde la estrategia de control basada en la eliminacion de
bovinos reactores a la prueba de la tuberculina es incosteable.

Conclusiones

+  Existié un incremento significativo en la produccién de IFN-y para el grupo
vacunado con BCG antes del desafio, pero no para los grupos vacunados
con el CFPE.

+ En el grupo tratado con IFN-y recombinante existid una expresion im-
portante de IL-4 en los cultivos estimulados con los diferentes antigenos
micobacterianos.

+  Durante el periodo posdesafio, la produccion y expresion de IFN-y fue sig-
nificativa para el grupo inmunizado con CFPE y grupo control; mientras
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que en el grupo tratado con IFN-vy fue notable, tanto la expresion de IFN-y,
como la de IL-10.

+ Lacombinacion de CFPE/IFN-y no mostré sinergismo para favorecer una
respuesta tipo Th1. De los antigenos empleados en la estimulacion in vitro,
el PPD bovino indujo una mayor expresion de IFN-vy, sequido del complejo
45-47 y Dip-z, pero estos a su vez también estimularon la expresion de
otras citocinas proinflamatorias.

+ La evaluacion de la extension y grado de lesion en los diferentes grupos
mostré un menor efecto protector en aquel que recibié el tratamiento previo
con IFN-v. No obstante, estas fueron menores a las que se desarrollaron
en el grupo control.

+  Eltratamiento previo a la inmunizacién con IFN-ymostré un efecto adverso
en el establecimiento de la inmunidad protectora debido a una modulacion
negativa en la respuesta inmune.

+  Pese a que no fue evidente una produccion significativa de IFN-y en los
diferentes grupos inmunizados (como indicio del desarrollo de una res-
puesta inmune celular importante), fue indudable el grado de proteccion
brindado por la vacunacion luego del desafio, especialmente en el grupo
inmunizado con la vacuna BCG.

«  El grupo de animales inmunizado con la vacuna BCG presenté un menor
numero de lesiones tuberculosas con grado de extension mas pequenas,
sequido por el grupo vacunado con CFPE, y comparado con aquellas que
se desarrollaron en los animales sin vacunar.
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