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RESUMEN
La tuberculosis bovina es una enfermedad provocada por Mycobacterium bovis, zoondtica,
de distribucion mundial y que afecta a la industria lactea debido a que genera limitaciones
tanto productivas como comerciales.
La vacunacion del ganado con la cepa BCG de M. bovis actualmente no es una estrategia de
prevencion autorizada por los servicios de sanidad animal, sin embargo ha demostrado ser
inocua y eficaz para el ganado en multiples estudios experimentales.
Una desventaja de la vacunacion es que interfiere con el diagnostico tradicional de
tuberculosis bovina, por lo que se ha desarrollado la prueba DIVA (differentiating infected
from vaccinated animals), que detecta incrementos de interferbn gamma mediante la
estimulacion con antigenos especificos (CFP-10, ESAT-6 y Rv3615c) de las cepas virulentas
de M. bovis.
El objetivo de este estudio fue evaluar el nivel de proteccién producido por la vacuna cepa
BCG de M. bovis a los tres y seis meses posteriores a la vacunacion en 123 vaquillas
pertenecientes a una lecheria de la Region Metropolitana, Chile.
A la mitad de los animales (N= 63) se le inoculo la vacuna cepa BCG de M.bovis, mientras
que al resto del grupo (N= 60) se le administro solucion placebo correspondiente a NaCl
0,9%, posteriormente a los tres y seis meses desde la fecha de vacunacion, dichos animales
fueron muestreados y testeados a través de la prueba DIVA para determinar su condicion de
infeccion.
Los resultados muestran que, tres meses después de la vacunacion, se determin6 una eficacia
de la vacuna de un 81,75%, existiendo una asociacion significativa (p<0,05) entre las
variables condicion de infeccion y el grupo al que pertenecen los animales. A los seis meses
posteriores a la vacunacion la eficacia fue de un 47,03%, sin detectarse asociacion entre las
variables mencionadas (p>0,05). No se encontraron diferencias significativas en los niveles

de INF-y secretados entre el grupo control y vacunado a ninguno de los tiempos evaluados.



ABSTRACT
Bovine tuberculosis is a disease caused by Mycobacterium bovis, a zoonotic, worldwide
distributed pathogen that affects the dairy industry, by generating both productive and
commercial limitations.
Vaccination of cattle with the M. bovis BCG strain is not currently an authorized preventive
strategy by the animal health services. However, it has been shown to be safe and effective
for cattle in multiple experimental studies.
A disadvantage of vaccination is that it interferes with the traditional diagnosis of bovine
tuberculosis, reason by what a “differentiating infected from vaccinated animals” (DIVA)
test has been developed, which detects interferon gamma through blood stimulation with
specific antigens (CFP-10, ESAT- 6 and Rv3615c) of the virulent M. bovis strains.
The objective of this study was to evaluate the level of protection produced by the vaccine
M. bovis BCG strain after three- and six-months post-vaccination, in 123 heifers belonging
to a dairy farm in the Metropolitan Region of Chile.
Half of the animals (N = 63) were inoculated with the vaccine M.bovis BCG strain, while the
rest of the group (N = 60) was given a placebo solution corresponding to NaCl 0.9%, after
three and six months from the date of vaccination, said animals were sampled and tested
through the DIVA test to determine their infection status.
At three months after vaccination, results show an 81.75% of vaccine efficacy and a
significant association (p <0.05) between analyzed variables, infection status and the
treatment group (BCG or placebo). Six months after vaccination the efficacy was 47.03%,
with no association between the mentioned variables (p> 0.05). No significant differences
were found in the levels of INF-y secreted between the control and vaccinated group at any

of the times evaluated.



INTRODUCCION
La tuberculosis bovina es una infeccién bacteriana causada por Mycobacterium bovis,
generalmente sigue un curso clinico crénico y afecta a una variada cantidad de hospederos
como los humanos y fauna silvestre. Tradicionalmente se ha considerado como una
enfermedad de gran importancia en la salud publica debido a su caracter zoonotico.
Asimismo, a nivel econémico causa costos estimados anualmente en $ 3 mil millones de
dolares a nivel mundial, asociados a la disminucion en el nivel de produccion lactea,
decomisos en canales, restricciones comerciales, diagnéstico de la enfermedad, sacrificio de
animales infectados ademas de afectar la continuidad del sistema productivo. En
consecuencia, se han implementado a nivel internacional multiples medidas para su control
y erradicacion, siendo el programa de la Unién Europea un ejemplo exitoso, basado
principalmente en el monitoreo, diagnostico, sacrificio e inspeccion post-mortem de bovinos.
No obstante, uno de los problemas de este plan es la imposibilidad de la erradicacion en los
paises con reservorios en la fauna silvestre como Reino Unido, por lo que la vacunacion es
considerada una opcion a estudiar, aunque actualmente se encuentra prohibida. El principal
inconveniente a esta medida es que el diagnostico oficial se realiza con la prueba cutanea de
tuberculina, la cual no distingue entre animales infectados de los vacunados. Con este fin se
han desarrollado ensayos de diagnostico para distinguir animales vacunados de animales
infectados (Differentiating infected from vaccinated animals o DIVA test). En Chile a partir
del afio 2011 se implemento el Plan Nacional de Control y Erradicacién de la tuberculosis
bovina (TBB) enfocado en la industria lactea. En el marco de dicho plan resulta primordial
el adecuado diagndstico de la enfermedad, objetivo por el cual se incorporé el diagnéstico
sanguineo con ELISA-Interferon gamma como técnica tamiz para la vigilancia predial. A
nivel experimental, desde el afio 2017 se prueba la vacunacién con la cepa BCG de M. bovis
en ciertas lecherias de la RM, motivo por el cual se utiliza la prueba DIVA que es capaz de
discriminar la condicion de infeccion con una cepa de campo a pesar de la vacunacion de los

animales.



REVISION BIBLIOGRAFICA
I.  Agente etiologico

Mycobacterium bovis es el causante de la tuberculosis bovina, y forma parte del complejo
Mycobacterium tuberculosis (CMT) al que también pertenecen otras micobacterias como M.
tuberculosis, principal agente productor de tuberculosis en humanos; mientras M. pinnipedii
afecta a mamiferos marinos, M. caprae, M. africanum, M. orygis son responsables de la
infeccion en otras especies. Los integrantes del CMT comparten un 99,9% de similitud en el
nivel de nucleodtidos, ademas de secuencias de rRNA 16S virtualmente idénticas. Sin
embargo, se diferencian en el rango de hospederos y patogenicidad (Rodriguez-Campos et
al., 2014).

A nivel microbiol6gico se clasifican como bacilos Gram-positivo, &cido-alcohol resistentes,
no formadores de esporas (Acha y Szyfres, 2001). Se caracterizan por tener una gran
resistencia a condiciones ambientales adversas como la desecacion y anaerobiosis. Sin
embargo, son sensibles a la exposicidn solar directa, radiacion ultravioleta y pasteurizacion
(Reyes et al., 2012).

Existen mdltiples estudios respecto a la supervivencia de la bacteria fuera del hospedero,
encontrandose que, a ciertos factores ambientales como la baja temperatura, una humedad
adecuada y una proteccidn contra la radiacion solar, M. bovis tiene una mejor supervivencia;
Ilegando en condiciones de laboratorio, a sobrevivir incluso hasta 90 dias en suelo arcilloso
a 4° C (Barbier et al., 2017).

La ruta de infeccion mas comun es a través de la inhalacidn del agente ya que el bovino
elimina el M. bovis por secreciones respiratorias y, por lo tanto, el contacto directo de nariz
con nariz facilita su propagacion; otra forma de contagio respiratorio indirecto es por la
inhalacion de aerosoles (Abalos y Retamal, 2004).

Sumado a éstas, existen otras rutas de contagio como la via oral, que ocurre debido a la
ingestion del bacilo en pasturas, agua o fomites contaminados con deposiciones y orina de
animales infectados; mientras que la forma menos frecuente de infeccion en la actualidad son
la via transplacentaria, genital o intramamaria por contacto con secreciones genitales, semen
o leche de animales infectados (Domingo et al., 2014).
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En relacion con el cuadro clinico, este generalmente afecta al animal de forma subclinica,
pero cuando se desarrolla la enfermedad provoca un proceso cronico inflamatorio, con la
formacion de una lesion primaria nodular caseosa con centro necrético, que afecta
principalmente a los pulmones y sus linfonodos regionales. No obstante, también se puede
diseminar al resto del organismo en diferentes patrones como la tuberculosis cavitaria, miliar

0 perlada (Domingo et al., 2014).

Il.  Epidemiologia

La tuberculosis es una enfermedad en la que por su gran importancia en el comercio
internacional se realiza vigilancia general en todos los paises pertenecientes a la OIE. Posee
una distribucion en préacticamente todos los continentes (OIE, 2017), estimandose una
prevalencia mundial de la infeccion de un 9% basandose en resultados de las pruebas
cuténeas; sin embargo, esta cifra podria estar subestimada debido a que muchos paises no
notifican ni actualizan sus reportes a la OIE de manera oportuna (VVordermeier et al., 2016).

En América la enfermedad se encuentra en practicamente todos los paises de forma clinica
demostrada, excepto en Canada, Estados Unidos y México, donde se encuentra limitada a
ciertas zonas del pais (OIE, 2017).

I1l.  Situacion Nacional
En Chile la enfermedad se encuentra presente de manera endémica, con infeccion clinica

demostrada.

Se estima en estudios realizados entre 1987-1989 una prevalencia predial de un 28,5%;
posteriormente en 1994 se calcul6 una prevalencia predial de 38,2%, llegando al 91,1% en
la Region Metropolitana. En el 2004 se realiz6 un estudio en bovinos lecheros que determind

una prevalencia de un 71,8% en la Region Metropolitana (Max et al., 2011).
El ultimo estudio de diagndstico de tuberculosis realizado entre los afios 2000- 2014 a 12.168

predios bovinos reveld una incidencia a nivel nacional de un 0,76 %, siendo la Region

Metropolitana una de las mas afectadas (SAG, 2014).



En el pais la distribucion de la enfermedad es heterogenea, explicada por la diversidad de
sistemas productivos con sus respectivos manejos. Debido a lo anterior, el actual programa

de control y erradicacion ha definido tres zonas epidemiolégicas (Chile, 2015):

e Zona de Erradicacion Norte: Desde la region de Arica y Parinacota, Tarapacé hasta

Antofagasta. La presentacion de la tuberculosis bovina es esporadica.

e Zona de Control: Abarca desde la regién de Atacama, Coquimbo, Valparaiso,
Metropolitana, O’Higgins, Maule hasta el Biobio, exceptuandose la Provincia de
Arauco. Presenta altas prevalencias prediales e intra-rebafio. EI propdsito en esta zona

es lograr la disminucion significativa de la prevalencia predial de la TBB.

e Zona de Erradicacion Sur: Incluye la Provincia de Arauco, de la region de La
Araucania y las regiones de Los Rios, Los Lagos, Aysén, Magallanes y Antartica
Chilena. Acé se concentra aproximadamente el 72% de los bovinos del pais (Reyes
et al.,2012).

El plan propone el control obligatorio de la TBB en las zonas de erradicacién, aplicado en
distintas etapas considerando la distribucion geografica de la poblacién bovina y la

prevalencia de la enfermedad (Reyes et al., 2012).

IV. CepaBCG de M. bovis
Para la prevencién de la tuberculosis en humanos se utiliza una vacuna viva atenuada de M.
bovis cepa BCG (bacilo Calmette-Guérin), que fue aislada por Calmette y Guérin a partir de

un caso de mastitis por tuberculosis en 1911 (Vordermeier et al., 2016).

La vacuna ha sido probada y ha demostrado ser inocua para el ganado en multiples estudios
de campo (Waters et al.,2012). En México y Etiopia se hicieron por separado experimentos
con metodologias similares, en los que se inocul6 un grupo de terneros con la vacuna BCG
en una sola dosis de 1 mL, correspondiente a 1x10® UFC, por via subcutanea en el area
escapular y posteriormente se mezclaron con el ganado reactor de TB, junto con terneros de
control no vacunados. En México se inocularon 70 terneros, en los que a 12 meses se evaluo
su respuesta a pruebas diagnosticas indicativas de TB bovina, resultando la vacuna con una

eficacia protectora del 59,4% (Lopez-Valencia et al., 2010). En la experiencia de Etiopia, el



tamafno muestral fue de 27 terneros, de los que se inocularon 13, y se evaluaron entre los 10-
23 meses posterior a la vacunacion, siendo también favorables los resultados para el uso de
la vacuna con una eficacia entre 56% y 68 % dependiendo de los pardmetros seleccionados
(Ameni et al., 2010).

En relacidn con la dosis 6ptima de la vacuna necesaria para una respuesta eficaz en bovinos,
se estima que brinda una mejor proteccion a dosis relativamente bajas siendo de 10* a 10°
UFC por via subcutanea, mientras que por via oral se necesitan dosis mas altas (108 UFC)
(Buddle et al. 2013). La vacunacién en terneros recién nacidos (<1 mes de edad) indujo

mayores niveles de proteccion que la vacunacion a mayor edad (Vordermeier et al., 2016).

Con respecto a la duracion de la inmunidad, se estima que induce un grado significativo de
inmunidad protectora de 12 meses post vacunacion, disminuyendo a los 24 meses (Thom et
al., 2012).

V.  Prueba DIVA Interferon-y y Coctel de péptido PC-EC y Rb3615v

El interferén-y es una citoquina liberada por los linfocitos T cuyo objetivo es la activacion
de los macrdfagos, permitiendo una mayor eficacia en la eliminacion de patgenos
intracelulares como las micobacterias (Buddle et al., 2009).

La prueba de ELISA interferon-y (INF-y) fue desarrollada por primera vez por Wood y
colaboradores en 1991, y se acepta en el 2002 por la Comision Europea como prueba
diagnostica complementaria a la prueba cutinea de la tuberculina para la deteccion del
ganado infectado (Lahuerta-Marin et al., 2015).

Este ensayo se basa en la liberacion de interferdn gamma desde sangre entera, generada por
linfocitos sensibilizados a M. bovis; dicha respuesta es producida al estimular la muestra con
PPD bovino y PPD aviar (Vordermeier et al., 2016).

La prueba DIVA (Differentiating infected from vaccinated animals) consiste en la deteccion

de interferon-y mediante la estimulacion con antigenos especificos de las cepas virulentas de

M. bovis, denominados coctel de péptidos PC-EC y Rv3615c¢ (Vordermeier et al., 2016).

En relacion con los péptidos ESAT-6 y CFP-10 (que conforman el cocktail PC-EC), estos
corresponden a proteinas micobacterianas que se codifican dentro de la region de diferencia

1 (RD1) de M. bovis y M. tuberculosis, y estan presentes en las cepas de campo, pero ausentes
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en la cepa BCG, (Lahuerta-Marin et al., 2015). Ya que la sensibilidad del coctel PC-EC solo
es de aproximadamente 82% en animales naturalmente infectados, se han agregado diversos
antigenos que pudieran mejorar este indicador, de los cuales Rv3615c ha sido recomendado
(EFSA, 2013). El gen que codifica este antigeno esta presente tanto en BCG como en M.
bovis, pero no se expresa en la cepa BCG. Su incorporacion aumento la sensibilidad a

aproximadamente un 90% (Vordermeier et al., 2016).

VI.  Vacunacion en Chile con Cepa BCG

En la actualidad en Chile, la eliminacion del rebafio infectado con M. bovis no es una medida
obligatoria en la zona de control, debido que no existe una compensacion econémica para el
productor. Es en este escenario que la vacunacion aparece como una opcion de prevencion

con el objetivo de disminuir la prevalencia de la tuberculosis bovina.

En esta memoria se busca la evaluacion de la eficacia de la vacuna con la cepa BCG de M.
bovis en condiciones de campo, por medio de la prueba DIVA, utilizando vaquillas

pertenecientes a una lecheria de la Region Metropolitana.



HIPOTESIS
La vacunacion con cepa BCG de Mycobacterium bovis produce una proteccion significativa

contra la tuberculosis en el ganado.

OBJETIVO GENERAL
Determinar en campo la eficacia de la vacunacion con la cepa BCG de Mycobacterium bovis
para la prevencion de la tuberculosis bovina en vaquillas de un plantel lechero de la RM,
Chile.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la respuesta inmune celular en vaquillas de pre-encaste vacunadas con cepa
BCG de M. bovis, por medio de la prueba de DIVA ELISA interferén-y.

2. Determinar el nivel de proteccion de la inmunizacion de estos animales a los tres y seis

meses post-inoculacién de la cepa BCG.



MATERIALES Y METODOS
Los animales del estudio
Se incluyeron 123 vaquillas de pre-encaste de 11 meses de edad, sin infeccion por M. bovis,
pertenecientes a un predio lechero de la comuna de Maria Pinto, provincia de Melipilla,
Region Metropolitana de Chile. Dicho plantel es considerado por el SAG libre de

tuberculosis en la etapa de crianza.

En el tiempo 0, los animales fueron sometidos a un muestreo de sangre entera para determinar
su condicion de infeccion a M. bovis, a través de la prueba DIVA. Luego, aleatoriamente a
la mitad del grupo (N=63) se le inocul6 la vacuna viva atenuada BCG cepa Sofia via
subcutanea en el area cervical izquierda, a una concentracion de 1 x 106 UFC. A la otra mitad
(N=60) se inoculd con la solucion placebo de NaCl 0,9%. Posteriormente se procedio al
registro de los animales con la identificacion del animal y del predio, la fecha de nacimiento,

la fecha de inoculacion y la identificacion (ID) del producto inoculado.

Los animales fueron mantenidos en el predio y recibieron los mismos manejos que el resto

del ganado, hasta el momento de cada toma de muestra.

A continuacién a los tres y seis meses, desde la fecha de vacunacién a los animales, se les

muestreo y aplicé la prueba DIVA para determinar su condicién de infeccion.

Prueba DIVA

La muestra necesaria para este procedimiento es 2 mL de sangre con anticoagulante heparina
de litio, obtenidas de la vena coccigea con el sistema de tubos al vacio (Venoject®). Cada
tubo fue rotulado con el numero de identificacion DIIO (Dispositivo de Identificacion
Individual Oficial) de cada vaquilla y se mantuvo a temperatura ambiente (22 £+ 3° C) hasta
su procesamiento en el laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile (FAVET), antes de 24 horas del momento

del muestreo.

En el laboratorio, las muestras fueron incubadas en placas de cultivo celular estériles de 96
pocillos con fondo plano. Por cada muestra se dispensaron seis alicuotas de 250 uL de sangre
entera, que se estimularon con 25 L de cada antigeno segun disposicion que se muestra en

la Figura 1 (Anexo 1).



Los antigenos, reactivos y las concentraciones finales corresponden a:

e PC-EC® Cdctel de péptidos Prionics ®: antigeno de estimulacion, en concentracion
de 10 pg/mL (5 pg/mL de ESAT-6 y 5 ng/mL de CFP-10).

e Rv3615v: Coctel de peptidos UK, antigeno de estimulacion (10 ug/mL).

e PBS (NIL): Tampon Solucion Fosfato Salina como control basal del nivel de INF-y

de los animales muestreados, es decir corresponde al antigeno nulo.

e Pokeweed (PW): Mitdgeno, control de estimulacion que evalla la viabilidad de las

células en concentracion de 5 pg/mL.

Para mezclar los reactivos y la muestra se agitaron las placas durante 1 min. a 600 rpm y

finalmente fueron incubadas por un periodo de 16 a 24 horas a 37° C, en camara humeda.

Posterior a la incubacidn se cosecharon los plasmas, para lo cual previamente se centrifugd
cada placa a 700 G durante 15 min. a temperatura ambiente (22 + 3° C), con el objetivo de
separar el plasma del detrito celular. A continuacion, se extrajo al menos 100 pL de plasma
por pocillo, y fue dispensado en placas de cultivo celular no estériles de 96 pocillos. Las
placas fueron conservadas a la espera de la realizacion del test ELISA INF-y en congelacion
a-20° C.

La prueba ELISA INF-y fue realizado con el kit BOVIGAM® 2G segun las recomendaciones

del fabricante.

La muestra es validada si el valor de la densidad optica (OD) del control positivo (pokeweed)
es superior a 0,5; mientras que el valor de OD del control negativo (Nil) es menor a 0,3. El
animal sera considerado positivo si la diferencia de OD entre PBS y el céctel PC-EC es mayor
a 0,1, ademas de que el valor de la diferencia de OD entre Rv 36 15c y Nil sea mayor a 0,1.



Analisis de los Resultados
Para cada tiempo de muestreo, se compararon los niveles de INF-y entre los grupos
vacunados y no vacunados, a través de las lecturas de densidad optica (DO) de sus muestras

en la prueba DIVA. Las diferencias estadisticas se determinaron mediante la prueba de t.

Por otra parte, se determinaron las diferencias en los niveles de infeccion entre ambos grupos
de animales mediante una prueba de chi cuadrado, considerando las variables categoricas

condicion de infeccion (positivo / negativo) y vacunacion (BCG / placebo).

Finalmente se determind la eficacia de la vacuna, definida como el porcentaje de reduccion
en la incidencia de la infeccion/enfermedad atribuible a la vacunacion, es decir la
disminucion en la tasa de ataque entre las cohortes. Este indicador se calculd con la siguiente
formula (EFSA, 2013):

EV (%) = (Rn-Rv) /Rn x 100
Rn: tasa de incidencia de la infeccion/enfermedad en el grupo no vacunado.
Rv: Tasa de incidencia de la infeccion en el grupo vacunado.

Consideraciones de Bioseguridad y Etica

La bioseguridad fue considerada tanto para el trabajo en terreno como para el trabajo en
laboratorio, para lo cual se ejecutaron actividades como la correcta sujecion y manejo de los
animales en estudio, ademas del uso obligatorio del equipamiento adecuado para la toma y

procesamiento de la muestra.

Con respecto al bienestar animal se siguieron los lineamientos sugeridos por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) para el adecuado disefio e implementacion de
ensayos de campo para la vacunacion contra la tuberculosis bovina, ademas de contar con el

consentimiento informado del duefio del predio y el certificado de bioética.
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RESULTADOS
Se incluyeron un total de 123 vaquillas mayores a 11 meses de edad. Estos animales fueron
sometidos a la prueba ELISA INF-y a los tres y seis meses posteriores a la inoculacion, si el
resultado de esta prueba era positivo en algun tiempo, se apartaban del estudio y

posteriormente eran eliminadas del predio.

Se analizaron un total de 123 animales a los tres meses posteriores a la vacunacion, de los

cuales 60 corresponden al grupo placebo y 63 al grupo inoculado con cepa BCG de M. bovis.

Con respecto a la respuesta inmune celular, se compararon los niveles de INF-y entre grupo
control y vacunados con cepa BCG de M. bovis, no existiendo diferencias estadisticamente

significativas entre las medias para ninguno de los antigenos evaluados (Tabla 1).

Tabla 1. Promedios de densidades dpticas (DO) de INF-y segiin antigenos, entre grupos

a los 3 meses posteriores a la inoculacion con cepa BCG de M. bovis.

) Promedio DO Promedio DO
Antigeno p
Grupo BCG Grupo Placebo
PPD Avium -0,11 -0,23 0,23
PPD Bovis 0,48 0,38 0,38
PC-EC 0,01 0,02 0,35
Rv3615 0,006 0,01 0,43

En relacion con la eficacia de la vacuna a los 3 meses post-inoculacién, se detectaron
asociaciones estadisticamente significativas (p= 0,03) entre las variables condicién de

infeccion y el grupo al que pertenece el animal. (Tabla 2).

11



Tabla 2. Tabla de contingencia 2x2 para el contraste de resultados entre el grupo de
estudio y la condicion de infeccion de los animales 3 meses posteriores a la vacunacion

con cepa BCG de M. bovis.

Grupo Positivo Negativo Total

Placebo 8 52 60
BCG 2 61 63
Total 10 113 123

La eficacia de la vacuna cepa BCG de M. bovis a los tres meses post vacunacion fue de un
76%, siendo la tasa de incidencia del grupo vacunado (Rv) un 3%; mientras que la incidencia

del grupo placebo (Rn) fue de un 13%.

A los seis meses después de la vacunacion, se analizaron 109 animales, 59 de ellos inoculados
con cepa BCG de M. bovis y 50 pertenecientes al grupo control. Esta diferencia respecto del
nimero de animales analizados a los 3 meses se debe a que los animales que resultaron

positivos fueron sacados del estudio y vendidos por disposicion del predio.

Se compararon los niveles de INF-y entre grupo control y vacunado con cepa BCG de M.
bovis (Tabla 3) no encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre las medias

de ambos grupos para ninguno de los antigenos evaluados.
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Tabla 3. Promedios de densidades Opticas (DO) de INF-y entre grupos a los 6 meses

posteriores a la inoculacion de la cepa BCG de M. bovis.

Promedio DO Promedio DO
Antigeno p
Grupo BCG Grupo Placebo
PPD Avium -0,02 -0,07 0,28
PPD Bovis 0,28 0,24 0,64
PC-EC 0.02 0,01 0,25
Rv3615 0,01 0,002 0,31

A los 6 meses posteriores a la vacunacion se hallaron 4 animales positivos, 2 animales por

cada grupo respectivamente, no existiendo diferencias estadisticamente significativas (p=

0,87) entre la condicién de infeccion y el grupo al que pertenecen (Tabla 4).

Tabla 4. Tabla de contingencia 2x2 para el contraste de resultados entre el grupo de

estudio y la condicién de infeccion de los animales a los 6 meses posteriores a la

vacunacién con cepa BCG de M. bovis.

Grupo Positivo Negativo Total

Control 2 48 50
BCG 2 57 59
Total 4 105 109

En cuanto a la eficacia protectora de la vacuna a los seis meses subsiguientes a la vacunacion

esta fue de 15 %, siendo un 3 y 4 % las tasas de incidencia del grupo vacunado y del grupo

control respectivamente.



DISCUSION

El principal objetivo de este trabajo fue determinar la eficacia protectora de la vacunacion
con cepa BCG de M. bovis en vaquillas expuestas a una alta prevalencia tuberculosis bovina.
Los resultados muestran que la vacuna presenta un alto grado de proteccion a los tres meses
posteriores a la vacunacion, presentando una eficacia de un 76%, mientras que a los seis
meses posteriores la eficacia sufre una fuerte disminucion a un 15%. Con respecto a las tasas
de infeccion entre grupos, se observa que a los tres meses posteriores a la inoculacion hay
diferencias siendo la tasa de incidencia del grupo vacunado (Rv) 3% mientras que la tasa de
incidencia del grupo placebo (Rn) 10%; en contraste, a los seis meses posteriores a la
vacunacion ambas tasas presentan valores similares, manteniéndose el valor de la tasa de
incidencia del grupo vacunado en un 3% y disminuyendo a un 4% la tasa de incidencia del
grupo placebo.

Otra forma de analizar los resultados es incorporando el resultado del kit BOVIGAM, es
decir agregando al calculo total de eficacia los animales positivos a PPD bovis pertenecientes
solo al grupo placebo, ya que los animales positivos del grupo vacunado podrian
corresponder a interferencia vacunal. De esta manera la eficacia a los tres meses posteriores
a la vacunacion es de un 87% y la tasa de incidencia del grupo placebo (Rn) cambia a un
25%. A los seis meses post vacunacion la eficacia se mantiene alta en un 79%, pero la tasa
de incidencia del grupo placebo disminuye a un 16%. Cabe sefialar que esta Gltima estimacion
de resultados esté sobrestimando la eficacia real, debido a que al grupo placebo se le estarian
aplicando dos pruebas diagndsticas y al grupo BCG solo una.

Por lo tanto una aproximacion mas realista seria utilizar el promedio de ambas eficacias, es
decir, el promedio de la eficacia con la prueba DIVA vy la eficacia obtenida usando DIVA
mas BOVIGAM. Esto da como resultado una eficacia estimada de 81,75% tres meses
posteriores a la vacunacion, mientras que a los seis meses el resultado corresponde a un
47,03%.

Estudios previos de campo presentaron resultados similares; en el caso de Etiopia la eficacia
protectora varia entre un 56 a un 68% dependiendo del parametro con el que evaluaron la
eficacia (Ameni et al., 2010). En el caso de México, la eficacia protectora de la vacuna fue

de un 59,4% (Lopez-Valencia et al., 2010); cabe agregar que en ambos estudios los animales
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inoculados fueron terneros neonatales, mientras que en nuestro estudio se utilizaron vaquillas
mayores de 11 meses de edad.

Un hallazgo importante de estos experimentos fue que la vacuna cepa BCG de M. bovis
contribuye a una menor propagacion de la infeccion en el rebafio, puesto que los animales
vacunados presentaban menor cantidad de lesiones compatibles con tuberculosis en el
linfonodo toracico y pulmones (Ameni et al., 2010); ademas que no diseminan M. bovis en
las secreciones nasales (Lopez-Valencia et al., 2010).

En Nueva Zelanda otro estudio de campo utilizé animales entre los 7 y 28 meses de edad, y
calcul6 una eficacia general de un 67,4% (Nugent et al., 2017), resultado similar al obtenido
en nuestro estudio a los 3 meses posteriores a la inoculacion. Sin embargo este estudio difiere
del nuestro en la metodologia ya que los animales fueron inoculados via oral; ademas dichos
animales se encontraban a libre distribucion en un amplio predio con una prevalencia de
infeccion de un 10%, donde existe la presencia de zarigueyas como reservorio de la infeccion.
Esto difiere de la realidad nacional en la zona de control, en donde la mayoria de los animales
se encuentran en confinamiento, con una prevalencia intrapredial en la Region Metropolitana
de un 71,8% (Paredes, 2008) y no se ha reportado la existencia de fauna silvestre que actle
como reservorio de la infeccion (Max et al., 2011).

Una explicacion para la disminucion observada en la eficacia de la vacuna a los seis meses
posteriores a la inoculacién, podria ser un descenso en la tasa de transmision de la
enfermedad en el rebafio, ya que en el predio tienen como politica la eliminacién de los
animales que resulten positivos al diagndstico de tuberculosis, que en el contexto del ensayo
corresponde a la prueba DIVA. Esto tiene como consecuencia una baja cantidad de animales
al final del estudio, dificultando una adecuada evaluacion de la eficacia real de la vacuna. No
obstante, hay que considerar que estos resultados corresponden solo a la realidad de una
lecheria, por lo tanto es necesario realizar méas estudios en campo con respecto al tema.

En la literatura se describe a la pre exposicion a micobacterias no tuberculosas (MNT), como
una de las causas mas importantes de la baja eficacia de la vacuna BCG en humanos (Jenkins
et al., 2017), pero en el ganado este motivo no afectaria negativamente la eficacia de la
vacuna, sino mas bien al contrario favorece al rebafio al provocar que los animales vacunados
y expuestos a las MNT presenten una menor cantidad de tejidos afectados por tuberculosis

en el examen post mortem (Thom et al., 2008). Sin embargo en este estudio esta causa queda
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desestimada al considerar el resultado favorable de la vacunacion a los tres meses posteriores
a la inoculacion.

Al analizar los niveles de INF-y para los diferentes antigenos evaluados, se observa que a los
tres meses posteriores a la inoculacion, los valores de INF-y para PPD avium, PPD bovis y
PC-EC presentan valores mas elevados en el grupo vacunado que en el grupo control, aunque
no existieron diferencias significativas en las medias de ninguno de los antigenos evaluados.
A los seis meses ocurre un escenario similar, donde los niveles de INF-y para todos los
antigenos evaluados fueron mayores en el grupo vacunado con cepa BCG, pero tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas.

Resultados similares se obtuvieron en un estudio donde se midieron los niveles de INF-y en
respuesta a la vacunacion en vaquillas de lecheria (Milidn-Suazo et al., 2011) en donde los
niveles de INF-y eran ligeramente superiores en el grupo vacunado; sin embargo se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos analizados, aunque
cabe sefialar que en dicho estudio también evaluaron la vacunacion con cepa BCG y
diferentes potenciadores de la vacuna.

Un inconveniente del uso de la vacuna BCG, es que interfiere con el diagndstico tradicional
de tuberculosis. Esta interferencia se ha estimado que puede llegar a un 80% de terneros
vacunados diagnosticados como positivos con la prueba Unica cervical comparativa a los seis
meses posteriores a la vacunacion. Se estima que la interferencia desaparece entre los 12 y
18 meses posteriores a la vacunacion (Buddle et al., 2018).

Por ello si se utiliza la vacunacion con cepa BCG como estrategia para el control de la
tuberculosis bovina, resulta necesario en primera instancia el uso de la prueba DIV A para un
adecuado diagnostico. Dicha prueba ha demostrado ser altamente sensible y especifica
comparada con la tuberculina (\Vordermeier et al., 2016).

Por lo tanto la vacunacién podria ser una alternativa para el control de tuberculosis bovina
en paises en via de desarrollo como nuestro pais, donde no es posible la estrategia de
diagnostico y sacrificio de los animales infectados debido a que el plan nacional de control y

erradicacion no contempla la compensacion econémica al productor.
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CONCLUSIONES

Tres meses posteriores a la vacunacion con cepa BCG de M. bovis existe un alto nivel de
proteccion reflejado en la eficacia de un 81,75% y en que existe una asociacion significativa
(p<0,05) entre la condicién de infeccion y el grupo al que pertenece el animal, a pesar de que
no se observan tales diferencias en los niveles de secrecion de INF-y entre grupo control y
vacunado.

Por otro lado, a los seis meses después de la vacunacion el nivel de proteccion disminuye a
un 47,03% de eficacia, sin embargo mantiene un nivel aceptable de proteccién aunque no
existan diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las otras variables
evaluadas (niveles de secrecion de INF-y y condicion de infeccion).

Por lo tanto la vacunacion con cepa BCG de M. bovis podria ser una alternativa para el control
de tuberculosis bovina en vaquillas de pre-encaste, generando proteccion en el ganado a los

tres y seis meses posteriores a la inoculacion.
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ANEXO

Figura 1: Esquema de estimulacién de las muestras para la incubacion previa al test ELISA
INF-y.

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

PPDDb PPDb PPDb PPDb PPDb PPDb PPDb PPDb PPDDb PPDb PPDDb
CPe Al A2 A3 Ad A5 A6 A7 A8 A9 A10 All
cP() PPDa PPDa PPDa PPDa PPDa PPDa PPDa PPDa PPDa PPDa PPDa

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11
cNO) PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC PC-EC

C1 c2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C9 C10 Cc11
CcNO) RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615 | RV3615

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11
ce Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil Nil

El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 Ell
ce PW PW PW PW PW PW PW PW PW PW PW

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
PPDb PPDa PC-EC RV3615 | Nil PW PPDb PPDa PC-EC RV3615 | Nil PW
Al2 B12 C12 D12 E12 F12 Al3 B13 C13 D13 E13 F13
PPDb PPDa PC-EC RV3615 | Nil PW PPDb PPDa PC-EC RV3615 | Nil PW
Al4 B14 Ci14 D14 El4 F14 Al5 B15 C15 D15 E15 F15

CC: Control de conjugado; CP: Control Positivo; CN: Control Negativo; PPDb: Derivado
proteico purificado bovino; PPDa: Derivado proteico purificado aviar; PC-EC: Coctel de
péptidos; RV3615: Coctel de péptidos UK; NIL: PBS/Tampon Solucién Fosfato Salina; PW:

Mitogeno Pokeweed.







