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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue caracterizar la presencia de interferon gamma (INFy) bovino
en terneras, frente a la estimulacion de sangre entera con diferentes antigenos de
Mycobacterium spp: PPD bovino, PPD aviar, ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c. Para ello, se
tomaron muestras de sangre entera de terneras de hasta 30 dias de edad para cuantificar los
niveles de INFy basales por medio de un ensayo de ELISA y que luego fueron vacunadas
con una dosis efectiva de la vacuna viva BCG. Luego de un periodo de 6 meses, a los
mismos individuos se les tomd una segunda muestra de sangre y se repitié el ensayo de
ELISA, con el objetivo de cuantificar, una vez mas, los niveles de INFy y compararlos con
los resultados anteriores. Un total de 219 terneras fueron consideradas, de las cuales a 121
se les administré la vacuna BCG y a 98 una solucion placebo. Los resultados mostraron
diferencias significativas en los niveles de INFy medido para los antigenos PPD bovino y
PPD aviar en el primer muestreo, tanto como para animales vacunados y el grupo control.
Los animales vacunados mostraron valores de PPD bovino superiores a los del grupo sin
vacuna, una vez pasado el periodo de 6 meses. Estos resultados sugieren que la vacunacion
con cepa BCG impacta en la secrecion de INFy bovino de terneras jovenes hasta por lo
menos 6 meses. Adicionalmente, se evidenciaron valores altos de PPD aviar basales en la
poblacién de terneras, sugiriendo una interferencia de micobacterias ambientales en la

cuantificacion de INFy.
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ABSTRACT

The aim of this study was to characterize the presence of bovine interferon gamma (INFy)
in calves, after a stimulation of whole blood with different antigens from the
Mycobacterium spp: bovine PPD, avian PPD, ESAT-6, CFP-10 and Rv3615c. Whole blood
samples were taken from calves up to 30 days of age to quantify baseline INFy levels by
means of an ELISA assay and vaccination of the animals with effective dose of the live
BCG vaccine. After a period of 6 months, the same calves were taken a second blood
sample and the ELISA test was repeated, with the aim of quantifying, once again, the INFy
levels and comparing them with the previous results. A total of 219 calves were considered,
of which 121 were given the BCG vaccine and 98 a placebo solution. The results showed
significant differences in the levels of INFy measured for the bovine PPD antigens, avian
PPD and the Pokeweed in the first sampling, as for both vaccinated animals and the control
group. Once the period of 6 months had passed, the vaccinated animals showed values of
bovine PPD higher than those of the group without a BCG vaccination. These results
suggest that vaccination with BCG strain impacts the bovine INFy secretion from young
calves for at least 6 months. Additionally, high values of baseline avian PPD were evident
in the population of calves, suggesting an interference of environmental mycobacteria in

the quantification of INFy.
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INTRODUCCION

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas y responsable tanto de epidemias
descritas en poblaciones humanas, como de la generacion de conocimiento aplicable a las
variadas ramas de la medicina contempordnea (Daniel, 2006). Se expresa como una
enfermedad bacteriana de caracter crénico en hospederos mamiferos, producida por una
amplia variedad de agentes patdgenos especificos, relacionados filogenéticamente,
constituyendo en su conjunto el complejo Mycobacterium tuberculosis (Romha et al.,
2018). Las micobacterias que constituyen dicho complejo exhiben tropismos particulares
para diferentes hospederos, destacando M. caprae, M. africanum, M. pinnipedii y M. orygis
como patdgenos de eleccion en algunos paises al momento de evaluar lesiones
granulomatosas en distintos tipos de ganado (Vordermeier et al., 2016). No obstante, las
lesiones producidas por estos agentes en particular son de rara ocurrencia en la especie
bovina. La bacteria mas frecuentemente asociada a cuadros de tuberculosis es
Mycobacterium bovis, el patdgeno objetivo de la mayoria de las medidas de manejo,
prevencion y tratamiento en los paises con mayor desarrollo en politicas sanitarias
(Vordermeier et al., 2016; Romha et al., 2018).

Los cuadros infeccioso desencadenados por M. bovis son los mas relevantes desde un punto
de vista epidemiolégico, destacando su alta patogenicidad en especies de animales de
abasto y por ser una de las principales micobacterias responsables de causar brotes de
tuberculosis humana en poblaciones de alto riesgo (Romha et al., 2018). La naturaleza
zoonotica de la enfermedad cobra una particular importancia histérica, provocando los
mayores numeros de muertes adultas en paises con menores condiciones de desarrollo, con
una estimacién de 1,45 millones de fallecidos y 8,7 millones de enfermos registrados el afio
2011 (Ghodbane y Drancourt, 2013). Esto se favorece gracias a las caracteristicas de las
poblaciones humanas mayormente afectadas, tales como situaciones de pobreza,
sobrepoblacion y una vulnerabilidad tanto econdémica como social, siendo ésta una
infeccion oportunista particularmente peligrosa en conjunto con casos activos de VIH
(Perrin, 2015). Ademas, el consumo de leche no pasteurizada y el contacto directo con

animales enfermos aumentan el riesgo en contraer la enfermedad por parte de los



empleados de las granjas, contribuyendo a significativas pérdidas econdmicas y

reafirmando el peligro en las zonas mas vulnerables (Vordemeier et al., 2016).

La tuberculosis bovina se encuentra dentro de las 14 enfermedades con mayor impacto
econdmico dentro de la produccion animal de Africa y el sur de Asia, alcanzando éstas los
300 millones de ddlares anuales. Por otro lado, a un nivel global, el impacto econémico de
la enfermedad alcanza los 3 billones de ddlares, con mas de 50 millones anuales de bovinos
infectados en el conjunto de planteles (Waters et al., 2012). La tuberculosis se expresa en
los bovinos como una enfermedad de carécter cronico y debilitante, evidenciandose a través
una signologia clinica que repercute directamente en valores productivos y en la salud de
los rebafios. Sus costos se relacionan a una disminucién en la produccién lactea, un
aumento en los recursos humanos utilizados en el control de movimiento animal, la
implementacion de técnicas diagndsticas, la eliminacion de animales enfermos de los

planteles y restricciones comerciales entre paises. (Vordermeier, 2016).

La manifestacion clinica depende de las vias de ingreso al organismo, usualmente
provocando granulomas como consecuencia de un proceso inflamatorio caseoso-
necrotizante que afecta de manera mas prevalente nasofaringe, pulmones y linfonodos
aledafios a estas estructuras (De la Rua-Domenech et al, 2006; Domingo et al., 2014). La
inhalacion corresponde a la ruta mas frecuente de ingreso al organismo en de los planteles
infectados, generando lesiones en linfonodos retrofaringeos mediales, mediastinales y
traqueobronquiales. Los linfonodos mesentéricos pueden presentar de igual manera lesiones
por consumo de alimento contaminado con altas cargas bacterianas (OIE, 2016). La
infeccion suele ser subclinica por meses, hasta que factores estresantes, en conjunto al dafio
de los 6rganos mencionados, desencadenen la signologia clinica de la enfermedad. Bajo
estas condiciones se presentan signos clinicos de caracter inespecificos como debilidad
fisica, anorexia, disnea, tos y diarrea intermitente, en conjunto a un aumento de tamafio de

los linfonodos abordables en el examen fisico (Domingo et al., 2014).

En respuesta a lo anterior, los gobiernos han instaurado programas de control y prevencion
en sus respectivos territorios pero que se han visto obstaculizados al momento de
minimizar los dafios dentro del comercio. Entre estos obstaculos se describe el contacto de

animales domésticos mantenidos en las granjas y con contacto con poblaciones de vida
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silvestre en zonas aledafias, aumentando, no sélo poniendo en riesgo ambas poblaciones
involucradas, sino también elevando el potencial de mantener latente la enfermedad en el
ambiente productivo cuando el contacto entre dichas poblaciones se favorece (Rodriguez-
Campos et al., 2014; Vordemeier et al., 2016). Estas poblaciones silvestres acttian como
hospederos del agente patogeno donde la infeccion persiste a través de transmisiones intra
especies, facilitando el proceso de reinfeccion (Buddle et al., 2011). En este contexto,
algunos de los reservorios mas importantes en territorios europeos son el tejon (Meles
meles) en Irlanda y Reino Unido, el oposum cola de cepillo ¢ zariglieya australiana
(Trichosurus vulpecula) en Nueva Zelanda y el jabali (Sus scrofa) en Espafia (Waters et al.,
2012).

La situacion sanitaria en paises desarrollados, como algunos pertenecientes a la Union
Europea, deriva a una disminucion de la incidencia a nivel predial gracias a los programas
de control obligatorios, cuyos gobiernos han impuesto en su industria lactea (OIE, 2016).
El chequeo de animales, la restriccion del movimiento de éstos y la eliminacion de
individuos infectados en el sistema productivo forman parte de los mecanismos por el cual
se ha controlado la presencia de la tuberculosis en estos sectores (Thoen et. al., 2009). En el
caso de paises en vias de desarrollo, estas practicas se ven deterioradas por la
inaccesibilidad de la informacion y de la educacion formal en zonas rurales, en conjunto
con la incapacidad econdémica a modo de compensacion monetaria a los productores
(Reyes, 2012).

El afio 2011 comenzo6 a operar en Chile el Plan Nacional de Control y Erradicacién de
Tuberculosis Bovina, con el fin de poder establecer lineamientos para instaurar medidas
sanitarias contra la enfermedad en la poblacién bovina nacional. Este plan divide
estratégicamente el pais en distintas zonas epidemiolégicas: zona de erradicacion norte
(Regidn de Arica-Parinacota, Tarapaca y Antofagasta), zona de erradicacion sur (desde la
Region de La Araucania hasta Magallanes) y la zona de control (entre la Region Atacama y
la Regidn del Biobio, exceptuando la Provincia de Arauco). Las medidas sanitarias a seguir
dentro de cada plantel dependeran de la zona a la cudl éste se encuentre localizado (SAG,
2015). La gran mayoria de la masa ganadera dedicada a la industria lactea se localiza en la

Zona de Erradicacion sur, con mayor concentracion en la Region de Los Lagos y de Los



Rios (INE, 2007). Ademas, la Zona de Control destaca por la distribucion de la poblacion
ganadera que se describen, con una presentacion endémica con altas prevalencias prediales
e intra-rebafios en la zona (Quezada y Retamal, 2010). Junto a esta segregacion, la Regién
Metropolitana y del Maule presentan los valores de incidencia intra predial de tuberculosis
bovina mas altos de la zona de control (Rivera y Vega, 2014). El analisis del universo
bovino realizados por el Servicio Agricola y Ganadero, (2012), demostr6 que un 79,3% del
namero de bovinos sometidos a la prueba tuberculinica ano- caudal en predios de la Region
Metropolitana respondieron de forma positiva, siendo la tasa de animales reactores a la
prueba maés alta del pais. Esta region también obtuvo la tasa de animales reactores a la
prueba tuberculinica cervical simple mas alta, con un 17,59%. Adicionalmente, un estudio
de incidencias acumuladas entre los afios 2000 y 2014 realizado por Rivera y Vega, (2014),
propone que el riesgo observado de contraer la infeccion en bovinos sobre 18 meses de

edad triplica el riesgo esperado para el mismo evento en la Regién Metropolitana.

El diagndstico de la enfermedad en terreno cobra relevancia en este tipo de escenarios. Este
se realiza por medio de una inyeccion intradérmica de tuberculina o derivado proteico
purificado (PPD) de Mycobacterium spp., con la intencion de generar una reaccion de
hipersensibilidad tardia observable 72 horas después de su aplicacion (OIE, 2016). Esta
prueba cuenta con la capacidad de detectar, en una primera aproximacion al rebafio, la
presencia de M. bovis y diferenciarla de reacciones similares ocasionadas por M. avium,
pudiendo esta Gltima enmascarar el diagnostico en terreno de M. bovis (OIE, 2016; Norby
et al., 2004). La sensibilidad, tanto de la prueba a nivel cervical como caudal, se estima
entre 63,2% hasta 100% mientras que la especificidad denota valores circulando entre
75,5% y 99%. Estos valores la convierten en una herramienta insuficiente si se aplica por si
sola en un programa de control y erradicacion nacional, pero atil como complemento
diagnéstico (De la Rua-Domenech et al., 2006). Como técnicas de diagndéstico adicional y
complementaria se adhieren pruebas de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
para la deteccion de interferon gamma (ELISA-INFy) bovino, citoquina secretada por los
linfocitos T luego de una estimulacion antigénica, siendo el PPD bovino y aviar en este
caso, fundamentalmente considerada como una de los factores principales en la activacion
de macrofagos (Pollock et al., 2005). El diagnostico de la enfermedad en lecherias chilenas

se lleva a cabo por medio del ensayo de ELISA, con individuos por sobre 18 meses de edad
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y como complemento a la prueba de tuberculina de campo (SAG, 2015). Se sustenta en la
liberacion de INFy por parte de linfocitos sensibilizados en un periodo de incubacion
determinado con un antigeno de estimulacion especifico (PPD), tanto bovino como aviar,
cuya presencia se detecta por medio de anticuerpos monoclonales para INFy (OIE, 2016).
No obstante, tanto la prueba de tuberculina como el ensayo ELISA INFy tienen la
desventaja de presentar una baja probabilidad de detectar ganado infectado en un estado de
inmuno supresion, particularmente en un escenario donde se vea afectada la respuesta

inmune celular (De la Rua-Domenech et al., 2006).

Una alternativa adicional para reducir el impacto de la tuberculosis bovina es la vacunacion
de bovinos con cepa M. bovis Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), utilizada actualmente en
el humano (Ameni et al., 2010). Su aplicacion en el programa de control y erradicacion de
la tuberculosis bovina nacional puede generar interferencia en el diagnostico de las pruebas
recién mencionadas, basadas en la respuesta frente antigenos PPD de M. bovis (Hope et al.,
2005). La sensibilizacion con la vacuna genera una respuesta positiva a la prueba cutanea
hasta los seis meses posteriores a su aplicaciéon. A su vez, los animales vacunados pueden
volverse negativos a esta prueba nueve meses siguientes a la sensibilizacion, pero un
porcentaje de animales responden positivamente hasta los dos afios (EFSA, 2013). Para
contrarrestar este fendmeno, se han puesto en marcha desarrollos de herramientas
diagnosticas compatibles con la vacuna capaces de diferenciar entre la cepa BCG vy las de
campo. Esta metodologia, denominada DIVA (Differentiate Infected from Vaccinated
Animals), incorpora en la prueba de INFy la estimulacion con antigenos ESAT-6, CFP-10 y
Rv3615c, propios solo de cepas de campo y ausentes en la cepa BCG, complementando la
estimulacién con PPD de M. bovis y M. avium. Esto se debe a la ausencia de algunas
regiones especificas dentro del genoma propio de la cepa BCG, los cuales estan
relacionados a la sintesis de estos antigenos (Jones et al., 2010a; Jones et al., 2010b). Por lo
tanto, esta combinacion tiene el potencial de aumentar la sensibilidad diagnostica sin

reducir la especificidad en la poblacién vacunada con cepa BCG (Vordermeier et al., 2016).

Actualmente no existe mucha informacion sobre como la aplicacion de la vacuna BCG
puede influenciar la expresion de INFy en terneras de temprana edad, particularmente en

condiciones prediales y sometidas a la rutina propia de la industria lechera. Asi, el objetivo



de este estudio es caracterizar la expresion de INFy frente a la estimulacion de sangre
entera con diferentes antigenos de Mycobacterium spp. en terneras antes y después de la
vacunacion con la cepa M. bovis BCG, en predios lecheros con tuberculosis bovina de la
RM de Chile.



MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio

El estudio consistid en la toma de muestras de sangre entera de terneras para cuantificar los
niveles de INFy basales por medio de un ensayo de ELISA y luego la vacunacion de los
animales con dosis efectiva de la vacuna viva BCG. Luego de un periodo de 6 meses, a los
mismos individuos se les tomd una segunda muestra de sangre y se repitio el ensayo de
ELISA, con el objetivo de cuantificar, una vez mas, los niveles de INFy y compararlos con
los resultados anteriores. Para poder comparar los efectos de la vacuna BCG sobre la
secrecion de INFy, la mitad de la poblacion de terneras fue vacunada con la cepa BCG,
mientras que las terneras restantes actuaron como grupo control y se les inoculd un
placebo. Se trabajé con una poblacion de terneras que formaban parte de 7 lecherias de las
zonas de Melipilla y Talagante, ubicadas en la Regién Metropolitana. El trabajo en terreno
se realizd dentro de los establecimiento propios de cada lecheria, con visitas mensuales
entre los meses de abril y octubre del afio 2017 donde se identificaron, muestrearon y
vacunaron a todas las terneras nacidas vivas dentro de dicho periodo. Las terneras
permanecieron bajo las condiciones de rutina propias de cada predio durante el periodo de

seis meses.
Sujetos de estudio

Se consideraron como sujetos de estudio a todas las terneras vivas de hasta 30 dias de edad
dentro de cada predio al momento de la visita. Con el propésito de poder medir la expresion
de INFy basal de los animales, los individuos que dieron resultados positivos a la infeccion
de tuberculosis bovina en cualquiera de los dos ensayos de ELISA, fueron descartados. Se
registrd la condicion de salud de cada individuo, apoyada por la inspeccion en terreno
durante cada visita y la observacion facilitada por los encargados de las terneras de cada

establecimiento.
Toma de muestra

A cada ternera (tanto en el dia O como a los 6 meses posteriores) se le extrajo 10mL de
sangre periférica proveniente de la vena yugular ¢ coccigea, dependiendo del tamafio del

animal. Las muestras fueron recolectadas en tubos al vacio con heparina de litio como
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anticoagulante. Una vez obtenida la sangre, las muestras fueron rotuladas segun el nimero
de identificacion DIIO (Dispositivo de Identificacion Individual Oficial), llevadas al
laboratorio y almacenadas a temperatura ambiente hasta su procesamiento. A las muestras
de sangre se les estimul6 con una serie de antigenos como paso previo a la realizacion de
un ensayo de ELISA utilizando anticuerpos monoclonales contra INFy. La estimulacién
antigénica y el ensayo de ELISA fueron llevadas a cabo en el Laboratorio de Enfermedades
Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

Vacunacion

A los animales se les administro la vacuna viva atenuada BCG (cepa Sofia), a dosis de 0,1
mL (entre 2 x 10° y 8 x 10 ®> C.F.U.) por individuo y aplicada por via subcutanea a nivel de
la tabla del cuello, en el lado izquierdo. La mitad de la poblacion de terneras fue vacunada
con la cepa BCG. Al grupo control se les inocul6 suero fisiologico estéril (NaCl 0,9%), a la
misma dosis y en la misma zona. La vacuna se presenta liofilizada en frascos de 10 dosis y
debe ser reconstituida con 1 mL de diluyente incluido con el producto. Una vez
reconstituida, y con una vida Util de cuatro horas, se mantuvo protegida de la luz y a
temperatura de refrigeracion (2° a 8° C) hasta el momento de su uso. Se llevo un registro de
la identificacion del animal, del predio, codigo del envase del producto inoculado, la fecha
del procedimiento, el médico veterinario que inoculé el producto, la identificacion de la

madre del animal y el tipo de alimentacién suministrado.
Estimulacion antigénica

Para realizar la estimulacion de las muestras se traspasaron 250 pL de sangre recolectada a
placas de cultivo estériles de 96 pocillos considerando una columna de seis pocillos por
ternera, siguiendo el esquema de la Figura 1. Cada columna fue estimulada con 25 pL de
diluciones previamente reconstituidas de los diferentes antigenos (PPD bovino y PPD aviar
en el primer y segundo pocillo; coctel de péptidos PC-EC para la estimulacién de ESAT-6
y CFP-10 en el tercero; y dilucion de Rv3615 en el cuarto pocillo), con un total de cuatro
pocillos utilizados. A los dos pocillos restantes se les adicionaron alicuotas de 25 pL de
tampon fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS.) como control negativo por
columna para la estimulacién antigénica y 25uL de mitégeno Pokeweed (Pw) como control
positivo para determinar la viabilidad de las células y su capacidad de producir INFy. Las
10



placas de cultivo fueron incubadas entre 16 y 24 horas a 37°C en una atmosfera
humidificada para una correcta estimulacion. Para facilitar la separacion del plasma que fue
utilizado en el ensayo ELISA, las placas de cultivo fueron centrifugadas una vez finalizada

la incubacion a 500 x g durante 15 minutos a temperatura ambiente.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

CP(+) | PPDB PPD B PPD B PPD B PPD B PPD B PPD B PPD B PPD B PPD B PPD B
Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All

CP(+) | PPDA |PPDA |PPDA |PPDA |PPDA |[PPDA |PPDA |PPDA |PPDA |PPDA |PPDA

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 All

CN(-) [ PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC

Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All

CN(-) | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615

Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 A10 All
CcC Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil

Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 Al10 All
CcC PW PW PW PW PW PW PW PW PW PW PW

Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 A10 All
PPDb PPDa PC-EC RV3615 | Nil PW PPDb PPDa PC-EC RV3615 | Nil PW
Al2 Al2 Al2 Al12 Al2 Al12 Al3 Al3 Al3 Al3 Al3 Al3
PPDb PPDa PC-EC RV3615 | Nil PW PPDb PPDa PC-EC RV3615 | Nil PW
Al4 Al4 Al4 Al4 Al4 Al4 Al5 Al5 Al5 Al5 Al5 Al5

Fig. 1: Disposicién de los antigenos y componentes para el cultivo celular y el posterior
ensayo ELISA BOVIGAM® segun numero de individuo. CP= Control positivo; CN=
Control negativo; CC= Control de conjugado; PPD B= Derivado proteico purificado
bovino; PPD A= Derivado proteico purificado aviar; PC-EC= Céctel de péptidos;
RV3615= Cdctel de péptidos UK; NIL= Tampén Solucion Fosfato Salina (PBS); PW=

Mitogeno Pokeweed.

Ensayo ELISA INF y

El ensayo se llevo a cabo segun instrucciones del "kit" Bovigam ® para medir los niveles
de INFy en respuesta a la estimulacion de las alicuotas de sangre con cada antigeno. La
cantidad de INFy en los pocillos luego del ensayo se midi6 por una lectura de la
absorbancia de cada pocillo utilizando un filtro de 450 nm con un filtro de referencia de
620 nm. La validez de los resultados de la lectura dependid, tanto de los controles

suministrados en el "kit" (control positivo debe presentar un valor > 1,2 en la lectura, y el
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control negativo un valor < 0,13), como de los valores del PBS (debiendo ser < 0,3) y del
pokeweed (debiendo ser > 0,5). Una vez validada la lectura, se calcularon los resultados
comparando los niveles de absorbancia obtenidos en las placas estimuladas con PPD

bovino, PPD aviar y antigeno NIL (PBS), interpretandose de la siguiente manera:

Ternera Positiva a M. bovis = Densidad Optica de PPD bovino - antigeno NIL > 0,1; y una
Densidad Optica de PPD bovino - PPD aviar > 0,1.

Ternera Negativa a M. bovis = Densidad Optica de PPD bovino - antigeno NIL < 0,1; y una
Densidad Optica de PPD bovino - PPD aviar < 0,1.

Ternera positiva a DIVA = Densidad Optica de PC-EC - antigeno NIL > 0,1; y/o una
Densidad Optica de Rv3615 - antigeno NIL > 0,1.

Analisis estadistico

El criterio de clasificacion para determinar un caso de infeccion con tuberculosis bovina en
el contexto de este estudio dependi6 de si el sujeto fue vacunado 6 no. En el caso de la
vacunacion con cepa BCG, se consideré como infectado todo caso positivo para el ensayo
de ELISA INF y para los antigenos DIVA (ESAT 6, CFP10 y Rv3615). Por otro lado, para
los casos en que los animales no fueron vacunados (estado inicial de las terneras y el grupo
control), toda muestra positiva al ensayo ELISA INF y para los antigenos PPD-B y DIVA
fue registrada como individuo positivo a tuberculosis bovina. Todo animal declarado como
positivo bajo estos criterios fue descartado del analisis. Las densidades dpticas de los
individuos negativos a las pruebas fueron comparadas utilizando la prueba de t de Student
para variables independientes, por medio del software computacional Infostat del afio 2018.
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RESULTADOS

Luego del periodo de seis meses, un total de 219 animales fueron incluidos en el estudio,
de los cuales 121 estaban vacunados y 98 fueron inoculados con placebo y actuaron como
grupo control. La distribucion entre animales vacunados y el grupo control, considerando el
total de la poblacion y los obtenidos a nivel predial se muestran en la Tabla 1. Todos los
resultados expuestos corresponden a animales que en ambos ensayos de ELISA hayan dado
resultados negativos a infeccion con M. bovis y, por lo tanto, se les declar6 como no

infectados.

Tabla 1. Distribucién de animales vacunados y del grupo control dentro de cada predio

:;z‘;ri‘:ir;me A B c D E F G Total
Vacunados 43 37 14 9 9 6 3 121
Control 37 34 8 9 7 2 1 98
Total 80 71 22 18 16 8 4 219

Por confidencialidad, los nombres de las lecherias participantes fueron reemplazados con letras.

Se realizé una primera comparacion de los valores de INFy basales entre los animales que
fueron vacunados y el grupo control, donde no se encontraron diferencias en ninguna de las

variables comparadas (figura 2).

En las figuras 3 y 4 se pueden observar la distribucion de los valores promedios de las
densidades Opticas obtenidas en cada variable, comparadas entre el grupo de animales
vacunados y grupo control, respectivamente. En la figura 3 se detallan los valores dentro
del grupo vacunado con la cepa BCG, comparando los resultados de INFy entre la primera
toma de muestra (con animales de hasta 30 dias de edad) y la segunda toma de muestra
(con animales de 6 meses de edad). Se pueden observar valores superiores en todas las
variables medidas en el primer ensayo de ELISA. Sin embargo, los valores

correspondientes al PPD bovino, PPD aviar y Pokeweed se pueden observar diferencias
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significativas luego del analisis estadistico. Este escenario se replica de manera similar en
el grupo control (figura 4), donde las mediciones de INFy dieron valores superiores en
todas las variables observadas en el primer ensayo de ELISA. Al igual que en el grupo de
animales vacunados, los valores de PPD bovino, PPD aviar y POKEWEED exhibieron
diferencias significativamente mas altas en el primer ensayo que en el segundo, dentro del

grupo control.
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Figura 2. Niveles basales de INFy (antes de la vacunacion) producidos frente a estimulacion
antigénica en grupo de animales vacunados (n= 121) y grupo control (n=98). Los valores del NIL y
Pokeweed fueron ilustrados por separado para mantener visibles las diferencias entre las barras.
PPD B= Derivado proteico purificado bovino; PPD A= Derivado proteico purificado aviar; PC-EC=
Coctel de péptidos; RV3615= coctel de péptidos UK; NIL= Tampdn Soluciéon Fosfato Salina
(PBS); Pokeweed= Mitdgeno Pokeweed.
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Figura 3. Niveles promedio de INFy producidos a los 6 meses de vacunados (n= 121), producidos
frente a estimulacidn antigénica . Los valores del NIL y Pokeweed fueron ilustrados por separado
para mantener visibles las diferencias entre las barras. PPD B= Derivado proteico purificado
bovino; PPD A= Derivado proteico purificado aviar; PC-EC= Coctel de péptidos; RV3615= Coctel
de péptidos UK; NIL= Tampédn Solucion Fosfato Salina (PBS); Pokeweed= Mitdgeno Pokeweed.*,

P < 0,05 entre la primera toma de muestra y un periodo de seis meses.

0.6 2.5
* *

®
— 05 .
E 2 Primera
£
S Lo a :1.&
< 0.4 muestra
- 1.5
=
-E' 0.2 | Segunda
- 1 tomade
g 0.2 muesira (6
E meses)
Q
& o1 0.5

,:, A ,  _
PPDVE PPDA PL-EC RV3615¢ HIL POKEWEED

Figura 4. Niveles promedio de INFy producidos frente a estimulacion antigénica en grupo de
animales control (n= 98). Los valores del NIL y Pokeweed fueron ilustrados por separado para
mantener visibles las diferencias entre las barras. PPD B= Derivado proteico purificado bovino;

PPD A= Derivado proteico purificado aviar; PC-EC= Cdctel de péptidos; RV3615= Coctel de

15



péptidos UK; NIL= Tampo6n Solucion Fosfato Salina (PBS); Pokeweed= Mitdgeno Pokeweed.*, P

< 0,05 entre la primera toma de muestra y un periodo de seis meses.

La comparacion de las densidades opticas medidas exclusivamente a los 6 meses se pueden
observar en la figura 5. Una vez transcurrido este periodo, solo se observaron diferencias
significativas en relacion a los valores de INFy medidos para PPD bovino, cuyas
densidades dpticas para el grupo vacunado fueron superiores comparados con el grupo
control. Las densidades Opticas medidas a los 6 meses de edad fueron, a nivel general,

inferiores una vez comparadas con con los valores basales de INFy (figura 3 y figura 4).
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Figura 5. Niveles promedio de INFy producidos frente a estimulacion antigénica comparando al
grupo vacunado (n=121) con el grupo control (n=98), luego de un periodo de 6 meses. Los valores
del NIL y Pokeweed fueron ilustrados por separado para mantener visibles las diferencias entre las
barras. PPD B= Derivado proteico purificado bovino; PPD A= Derivado proteico purificado aviar;
PC-EC= Cédctel de péptidos; RV3615= Coctel de péptidos UK; NIL= Tampon Solucién Fosfato
Salina (PBS); Pokeweed= Mitdgeno Pokeweed.*, P < 0,05 entre la primera toma de muestra y un
periodo de seis meses.
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DISCUSION

El objetivo de este estudio fue caracterizar la secrecion de INFy bovino en respuesta a la
estimulacion con diversos antigenos involucrados en el diagnéstico oficial de tuberculosis
bovina y el protocolo DIVA, comparando dos mediciones realizadas a los mismos

individuos, con una separacion de 6 meses entre los analisis.

Una de las principales dificultades fue el limitado control y manejo de los animales dentro
de este periodo entre ambos muestreos. La industria lactea chilena se caracteriza, en parte,
por la heterogeneidad de sus sistemas productivos, la cual depende de factores de tipo
sociales, econdmicos y técnicos, repercutiendo en el perfil de las lecherias ubicadas en la
Region Metropolitana (Carrillo et al., 2011; Consorcio lechero, 2012). Esto se vio reflejado
en el nimero de animales considerados por predios. El 63,9% de las terneras que actuaron
como sujetos de estudio eran provenientes de las lecherias mas grandes, denotando
diferencias importantes desde un punto de vista productivo entre predios. Adicionalmente,
los productores de menor escala cuentan con una menor gama de herramientas para
optimizar la condicion sanitaria de sus rebafios, generando como consecuencia casos de
mortalidad, animales desaparecidos y aumento de las infecciones de tuberculosis
diagnosticadas (Rivera y Vega, 2014). Esto Gltimo se relaciona con la diferencia registrada
entre el nimero de terneras vacunadas y el grupo control al final del periodo de muestreo,
registrando altas tasas de mortalidad y desaparicién de animales durante los meses de
invierno en los predios méas vulnerables. ElI hecho de que hayan sobrevivido un mayor
namero de terneras vacunadas en comparacion con el grupo control, es concordante con la
propuesta de un aumento en la proteccion de la respuesta inmune celular en neonatos
vacunados con cepa BCG (De Castro et al., 2014; Elhmouzi-Younes et al., 2009; Gerdts et
al., 2006). Sin embargo, un analisis exhaustivo de las causas de mortalidad en las lecherias
quedaba fuera de los objetivos de este estudio y seria pertinente evaluar con mayor
detencion los factores de riesgo asociados a cada lecheria en particular para poder sacar

conclusiones estadisticamente relevantes.

Los neonatos presentan un sistema inmune incompleto en términos de su desarrollo,
generando un aumento en la posibilidad de contraer infecciones y establecer una respuesta

inmune ineficiente frente a infecciones naturales e inducidas por vacunas (Gerdts et al.,
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2006). Este estudio contd con muestras de sangre tomadas de terneras, cuyas edades
fluctuaban entre 1 a 30 dias de vida. Debido a la logistica de las salidas a terreno y la
disponibilidad de los planteles, algunas terneras eran muestreadas y vacunadas hasta los 40
dias luego de su nacimiento. Con esto en consideracion, los valores de INFy bovino en el
primer ensayo de ELISA resultaron ser significativamente mayores que las muestras
estimuladas de los mismos animales, 6 meses despues, destacando en particular el mitogeno
POKEWEED de viabilidad celular y los PPD bovino y aviar. Los antigenos DIVA no
presentaron cambios significativos, lo cual era de esperarse considerando animales que
habian sido declarados en ambos ensayos como no infectados. Esto se puede asociar a la
biologia propia del sistema inmune de las terneras y su poblacion sanguinea de celulas
Natural Killers (Elhmouzi-younes et al., 2006). En los seres humanos, la vacunacion con
cepa BCG en la etapa neonatal puede generar un efecto protectivo adicional frente a
infecciones, no necesariamente ligadas a la tuberculosis, como los casos de sepsis e
infecciones respiratorias intra hospitalarias, disminuyendo significativamente los casos de
mortalidad (De Castro et al., 2014) y montando una potente respuesta inmune celular
basada en linfocitos Th1l (EIhmouzi-younes et al., 2006). Estudios realizados por Boysen et
al. (2008) sugieren que las terneras presentan valores equivalentes 6 incluso mayores de
celulas Natural Killers, con un rol citotoxico mas prominente en estas etapas del desarrollo
en comparacion con su actividad mas predominantemente relacionada con la produccién de
citoquinas, tales como el INFy. A su vez, Elhmouzi-younes et al. (2006) sugiere que las
terneras menores de 8 dias presentan un tercio de las Natural Killers circulante comparadas
con terneras de mas edad, pero cuya proliferacion se acelera frente a la estimulacién in vitro
con interleukina 2 o interleukina 15, que actdan como estimuladoras de linfocitos Thi,
ligados a la secrecion de INFy y la mediacion del sistema inmune mediada por macrofagos
(Ahmed y Schurig, 2013).

Al comparar las densidades Opticas entre el grupo vacunado y el grupo control, a los 6
meses posteriores a la inoculacion de la cepa BCG se evidenciaron valores
significativamente mas altos para el PPD bovino en el grupo vacunado. Este evento era
esperable, considerando que una de las consecuencias de la vacunacion es la sensibilidad a
la reaccion frente al PPD bovino, que tiene como directa consecuencia la generacion de

falsos positivos una vez realizadas las pruebas de diagnostico oficiales de los programas de
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control tradicionales de tuberculosis (Vordermeier et al., 2016; EFSA, 2013). En este
contexto, s6lo se consideraron para el estudio a animales que hayan dado resultados
negativos frente a la infeccion de tuberculosis en el ensayo de ELISA. Los altos valores en
el PPD bovino se pueden explicar por el proceso propio de vacunacion, debido a los valores
de los antigenos ESAT 6, CFP10 y Rv3615 que permanecieron constantes bajos en ambos
muestreos, reafirmando su apoyo diagnostico dentro del protocolo DIVA (Vordermeier et
al., 2016).

Estudios de Ameni et al. (2010) con terneras neonatas vacunadas con cepa BCG en etiopia
demostraron valores crecientes en los valores de densidades dpticas referentes a INFy en
respuesta a la estimulacion con PPD bovino dentro de un periodo de 6 meses y posteriores,
con su pico de produccion a los 4 meses post vacunacion. En el caso del presente estudio,
los valores de PPD, tanto bovino como aviar, evidenciaron un descenso estadisticamente
significativo en el grupo de animales vacunados y grupo control, una vez pasado los 6
meses. Ameni et al. (2010) menciona que, a pesar de haber construido un estudio en
ambiente productivo propio de Etiopia, se mantuvo un fuerte control con relacién a las
micobacterias ambientales, lo cual repercutié en bajos valores de PPD aviar. Por otra parte,
las lecherias de este trabajo no presentaron ningln tipo de control en términos de fauna
relativa al ambiente productivo, destacando una importante presencia de palomas en los
comederos y estructuras de almacenamiento del alimento de rumiantes, entre otros. Las
medidas de control poblacional para estos casos variaba ampliamente entre lecherias,
reflejando en menor escala la variedad en el perfil agropecuario de la Region
Metropolitana. La preexposicion del ganado frente a micobacterias ambientales (tales como
Mycobacterium avium) puede disminuir la eficacia de la vacuna con cepa BCG, ademas de

generar una leve proteccion contra M. bovis (Vordermeier et al. 2016).

Un estudio llevado a cabo por Lopez-Valencia et al., (2010) demostré la eficacia de la
vacuna en condiciones de campo, llegando a la conclusion de que, si bien, la vacuna BCG
induce una proteccion experimental contra infecciones de M. bovis, la vacuna disminuye su
efectividad en condiciones de campo. En ese caso, sus conclusiones apuntaron a una serie
de razones también reafirmadas por Vordermeier et al., (2016): (1) la dosis de la vacuna

utilizada; (2) la exposicion previa de las terneras a micobacterias ambientales; (3) la edad
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de vacunacion seleccionada. De aquellas, la razén que mas pareciera haber afectado el
resultado de este estudio en particular es la (2). Tanto Lopez-Valencia et al., (2010) como
Ameni et al., (2010) mencionan un énfasis en haber descartado a los animales que hayan
reaccionado de manera positiva a M. avium en ensayos de tuberculina cutanea y ELISA
INFy. Seria recomendable en estudios a futuro tomar en cuenta la presencia de
micobacterias ambientales y la prevalencia de la paratuberculosis en las zonas relativas a

los predios lecheros, en conjunto con los factores de riesgos propios de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

De este estudio se puede concluir que la vacunacion con cepa BCG tiene un efecto
significativo en la expresion de INFy bovino, elevandolos por sobre los valores del grupo
control, luego de un periodo de 6 meses. Estudios de seguimientos son recomendables para
concluir hasta momento estos valores se mantienen y poder conocer la magnitud de la

interferencia de la vacuna en el diagnostico de la tuberculosis bovina.

La presencia de micobacterias ambientales puede genera interferencia en la expresion de
INFy bovino frente a antigenos de Mycobacterium spp, conformando un factor a considerar

al momento de vacunar terneras neonatales o de temprana edad.

Si bien, la vacuna es protectiva en condiciones de laboratorio, e incluso puede potenciar de
manera inespecifica la respuesta inmune celular, ésta no debe ser considerada como un
factor determinante en la salud de las terneras. Los factores propios dentro de cada predio y
su realidad socio econdmica, en conjunto con las buenas préacticas, siguen siendo pilares
fundamentales al momento de disminuir enfermedades y mortalidad en estos grupos

vulnerables.
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