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RESUMEN

La tuberculosis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa caracterizada por la formacion de
lesiones granulomatosas y que tiene como agente etiolégico a Mycobacterium bovis (M. bovis).
Esta es una de las enfermedades mas importantes a nivel mundial, al ocasionar graves pérdidas
econdmicas y representar una barrera para la comercializacién del ganado; ademas de constituir
una amenaza para la salud humana. El control de la tuberculosis por M. bovis en el humano se
basa en el control de la enfermedad en los animales, es por eso que se realiza una intensiva
campafia para su erradicaciéon. Sin embargo, el PPD actualmente utilizado contiene una mezcla de
proteinas pobremente definida, muchas de las cuales se encuentran presentes en micobacterias
ambientales, por lo que en algunos casos no permite una diferenciacion entre animales infectados
con M. bovis y animales sensibilizados por micobacterias ambientales, es por esto que es
necesario la identificacion de antigenos inmunodominantes que permitan un diagndstico diferencial
de la tuberculosis bovina. Las herramientas proteémicas y genémicas han permitido identificar a los
antigenos ESAT-6 y CFP-10, se encuentran presentes en todas las cepas del complejo M.
tuberculosis y estan ausentes en todas las subcepas de M. bovis BCG, en el complejo M. avium y
en la mayoria de las cepas ambientales. A través del analisis comparativo del transcriptoma se
definié otro grupo de antigenos idéneos para el diagnéstico diferencial, dentro del cual se
encuentra la proteina Rv3615c, este Ultimo antigeno identifica animales infectados que no
responden al cOctel proteico ESAT-6 - CFP10, por lo que esta proteina complementa el coctel
proteico e incrementa la sensibilidad del mismo, sin afectar la especificidad. En este trabajo de
revisién bibliografica analizaremos los métodos y herramientas biotecnolégicas que han permitido
la identificacion de antigenos inmunodominantes y describiremos a los principales candidatos para
reemplazar el uso del PPD.

1. INTRODUCCION
La tuberculosis bovina es una enfermedad infecto-contagiosa caracterizada por la formacion de
lesiones granulomatosas y que tiene como agente etiolégico a Mycobacterium bovis (M. bovis).
Esta es una de las enfermedades méas importantes de la industria pecuaria ademas de constituir
una amenaza para la salud humana. Para el control de la enfermedad se realiza una intensiva
campafia para su erradicacion y evitar a la poblacion humana el riesgo de contraer la enfermedad,
mejorar la productividad de los bovinos y evitar pérdidas econémicas por el decomiso de canales o
partes de los mismos por la presencia de lesiones; asi como para evitar restricciones a la
movilizacién de los animales, tanto nacional como internacionalmente. La infeccion en el ganado
es usualmente cronica y los animales infectados pueden eliminar al bacilo mucho antes de exhibir
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algun signo clinico, por lo que es importante detectar al ganado infectado en etapas tempranas de
la infeccion (1).

No obstante; la tuberculosis bovina sigue manifestandose como un problema en el ganado debido
a diversos factores, entre ellos las limitaciones en la especificidad y sensibilidad del derivado
proteico purificado (PPD, por sus siglas en inglés) y la incapacidad de detectar todos los animales
infectados con M. bovis lo que contribuye significativamente a la persistencia de la enfermedad (2).
Asi mismo, en algunos paises la presencia de reservorios de vida silvestre contribuye
significativamente a la re-infeccién del ganado; por lo que la vacunacion contra la infecciéon por M.
bovis representa una opcidn para reducir la incidencia de la tuberculosis bovina (3). Las estrategias
de vacunacion en el ganado contra la tuberculosis bovina se basan en el uso de la cepa M. bovis
BCG; sin embargo, el uso de esta cepa vacunal limita el diagndstico de la enfermedad ya que una
gran proporcion de animales vacunados desarrollan reactividad hacia el PPD bovino usado en las
pruebas diagnoésticas, por lo que es necesario la identificacion de antigenos que permitan una clara
diferenciacién entre animales enfermos, sanos o vacunados.

2. DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS BOVINA

La identificacién y eliminacidon temprana de los animales enfermos es la base de los programas de
erradicacion de la tuberculosis alrededor del mundo. La tuberculinizacién es la prueba ante-mortem
autorizada por la Organizaciéon Mundial en Sanidad Animal; sin embargo, debido a la variabilidad
en la sensibilidad y especificidad de la prueba de la tuberculina se ha propuesto la utilizaciéon de
pruebas alternativas o complementarias, una de ella es la prueba de IFN-y que fue desarrollada en
Australia (4) y es comercializada bajo el nombre de Bovigam® (Prionics, Switzerland). Esta prueba
esta autorizada para su uso en la Unién Europea, Estados Unidos y Australia (2, 5). La prueba de
IFN-y presenta una sensibilidad y especificidad superior a la prueba de la tuberculina (87.7% y
99.2%, respectivamente) (6); ademas, el uso de ambas pruebas en paralelo mejora
sustancialmente la sensibilidad (95.2%) (7). Tiene la ventaja que el criterio para definir a un animal
como positivo puede ser ajustado para mejorar la sensibilidad o especificidad de la prueba. Pero
sobre todo, detecta a una importante proporcion de animales que escapan a la deteccién con la
prueba intradérmica porque permite la identificacion temprana de animales infectados desde los 14
dias (8). Esta prueba ha sido evaluada en muchos paises, apoyando la idea que puede ser
considerada como una prueba diagnéstica complementaria a la prueba de la tuberculina. Sin
embargo, debido a su alto costo, comparado con la prueba de la tuberculina, la necesidad de
personal y equipo especializado, y a las limitaciones logisticas es dificil su aplicabilidad. Ademas,
una de las principales desventajas del PPD actualmente utilizado es que muchos de los antigenos
son encontrados en especies micobacterianas ambientales, lo que ocasiona problemas con la
especificidad de las pruebas (9) por lo que no siempre es posible discriminar entre el ganado con
tuberculosis y ganado expuesto a micobacterias ambientales, lo que representa un serio problema
en lugares donde es comun la co-infeccién con M. avium subsp. paratuberculosis ya que en
algunos animales, la respuesta hacia el PPD aviar puede ser igual o mayor que hacia el PPD
bovino (10).

3. IDENTIFICACION DE ANTIGENOS INMUNODOMINANTES
Los antigenos de secrecion presentes en los filtrados de cultivo de M. tuberculosis y M. bovis han
sido el objetivo de varios estudios ya que estas proteinas son consideradas altamente antigénicas
debido a que estan facilmente disponibles para el procesamiento por las células presentadoras de
antigenos y su presentacion a las células T (11,12). Las principales contribuciones al estudio de las
proteinas se secrecidn se logré con una variante de M. tubeculosis H37Rv que no sufre el proceso
normal de autolisis por lo que los filtrados de cultivo de esta cepa estan enriquecidos en proteinas
de secrecién y tienen solamente pequefias cantidades de proteinas intracelulares, haciéndola ideal
para el estudio y caracterizacion de este importante grupo de proteinas (13). De esta forma, fue
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posible identificar a las proteinas del complejo antigeno 85 (Ag85A, Ag85B, Ag85C y MPT51 o
Ag85D), MPT63, MPT64, MPT32, MTC28, MPT53 Dnak, PstS1, Lpgl, a-cristalina, ESAT-6, CFP10
y otras proteinas miembros de la familia ESAT-6 como los principales componentes del filtrado de
cultivo (11,14). A continuacién, se sintetizaron las proteinas recombinantes de las fracciones con
proteinas de bajo peso molecular (6-10 kDa) y del complejo antigeno 85 (Ag85), estas fueron
evaluadas en células de pacientes con tuberculosis, donde se observé que las proteinas Ag85 y
ESAT-6 fueron los principales estimuladores de las células T en ensayos de proliferacion y
produccion de IFN- y (15).

Posteriormente, con el objetivo de identificar diferencias genéticas entre M. bovis, M. tuberculosis y
M. bovis BCG se realizaron andlisis de hibridacion gendmica substractiva, lo cual permitié
identificar tres regiones de diferencia RD1, RD2 y RD3, que estan eliminadas en M. bovis BCG
(16). La regién RD1 tiene una longitud de 9.5 kilobases y abarca 9 genes Rv3871- Rv3879c, se
encuentra presente en todas las cepas del complejo M. tuberculosis y esta ausente en todas las
subcepas del BCG, en el complejo M. avium y en la mayoria de las cepas ambientales, por lo que
es considerada la regiébn mas importante descrita por Mahairas et al. (16) para el desarrollo de
nuevas vacunas y reactivos para el diagnéstico de la tuberculosis (Andersen et al. 2000) (17). La
falta de esta region es uno de los motivos de la atenuacion de M. bovis BCG, ya que forma parte
de un sistema de secrecion especializado llamado ESX-1 o sistema de secrecién VIl (18), cuya
funcién es la de permitir la secrecién de las proteinas de bajo peso molecular llamadas ESAT-6 6
esxA (por su nombre en inglés, early secreted antigenic target of 6 kDa) y CFP-10 (por su hombre
en inglés, culture filtrate protein of 10-kDa), también conocida como esxB 6 MTS-10. De la misma
forma este sistema es necesario para la secrecion de las proteinas EspA (Rv3616c), EspB
(Rv3881) y EspR (Rv3849) (19).

Diversos estudios indican que la utilizacién de estas proteinas recombinantes o péptidos sintéticos
de las mismas en la prueba de IFN-y, mejoran la especificidad de la prueba, y permiten la
diferenciacién entre animales infectados con M. bovis 0 sensibilizados a la exposicién por otras
micobacterias como M. avium subsp. paratuberculosis o animales vacunados con M. bovis BCG
(20). ElI mayor beneficio se observa en &reas de baja prevalencia, donde el uso de los PPDs en la
prueba de IFN-y ha demostrado tener una pobre especificidad (21).

El primer reporte del uso de ESAT-6 intradérmicamente en bovinos menciona que con 400 ug de
proteina es posible diferenciar entre animales infectados con M. bovis o sensibilizados por la
exposicién a micobacterias ambientales (22). Posteriormente, se reporté que con el uso de un
lipopéptido sintético era posible inducir reacciones intradérmicas con 100 ug de esta proteina (23).
Sin embargo, actualmente se sabe que el uso de las proteinas ESAT-6 y CFP-10 en forma de un
céctel proteico son capaces de inducir respuestas intradérmicas en animales naturalmente
infectados con M. bovis con 10 g de proteina (24).

A través del analisis comparativo del transcriptoma, se analiz6é si la variacion en la expresion
génica entre M. bovis BCG y M. bovis pudiera definir otro grupo de antigenos idéneos para el
diagnostico diferencial, enumerando genes que se expresaran en M. bovis pero no, o solo
marginalmente, en M. bovis BCG. Ejemplos de estos antigenos incluyen a MPB70 y MPB83,
ambos son expresados constitutivamente en altos niveles en M. bovis, pero son expresados a muy
bajos niveles en cepas M. bovis BCG que han perdido la region RD2 como la cepa BCG Pasteur y
Danesa (25).

Este analisis mostr6 133 genes que fueron altamente expresados en M. tuberculosis y en M. bovis,
se examinaron aquellos genes que tuvieran una alta homologia (>98%) entre M. tuberculosis y los
ortélogos en M. bovis y que tuvieran una identidad menor al 30% con genes de M. avium. De este
grupo de genes se eliminaron aquellos que hubieran sido previamente estudiados y asi finalmente
se evaluaron 14 genes en las pruebas inmunolégicas. De estos candidatos, 7 fallaron en inducir
una produccién de IFN-y en animales infectados, 4 estimularon respuestas en animales sanos
sugiriendo una reactividad cruzada con micobacterias ambientales. De los restantes 3 candidatos,
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solo la proteina Rv3615c fue reconocida por una mayor proporcion de animales infectados y no
indujo respuestas en animales sanos o vacunados con M. bovis BCG. Ademas, la proteina
Rv3615c identifica animales infectados que no responden al coctel proteico ESAT-6 - CFP10, por
lo que esta proteina complementa el cdctel proteico e incrementa la sensibilidad del mismo, sin
afectar la especificidad (26). La adicién de Rv3615c al cdctel proteico formado por las proteinas
ESAT-6, CFP10 y MPB83 mejora la respuesta intradérmica en animales infectados y no induce
respuestas en animales vacunados con M. bovis BCG (27). El gen Rv3615c esta localizado en un
operon que contiene 5 genes (Rv3616¢-Rv3612c) Los componentes de este operon forman parte
del sistema de secrecidn tipo VIl en las micobacterias, la secrecion de Rv3615c es dependiente de
la presencia intacta de la region ESX-1 codificada en la region RD1 por lo que la falla en la
respuesta en animales vacunados con M. bovis BCG no se debe a una diversidad en la secuencia
como ocurre con las proteinas ESAT-6 y CFP10, sino por una pérdida de funcién asociada a la
eliminacion de la regién RD1 (28).

El andlisis in silico del secretoma de M. tuberculosis permiti6 identificar proteinas que
potencialmente son activamente secretadas por la micobacteria y que inducen respuestas inmunes
en el bovino. La evaluacién de los péptidos de 119 proteinas permitio la identificaciéon de un grupo
de proteinas que no son reconocidas por animales vacunados con BCG. La inclusion del antigeno
Rv3020c al coctel proteico formado por las proteinas ESAT-6, CFP-10 y Rv3615c mejora la
sensibilidad del mismo sin afectar la especificidad en animales vacunados con M. bovis BCG
(Jones et al. 2012) (29).

4. CONCLUSIONES
La busqueda de antigenos que permitan un diagnéstico diferencial de la infecciéon por M. bovis
continla. El uso de herramientas biotecnolégicas como las aqui descritas ha permitido la
identificacién de las proteinas ESAT-6, CFP-10, Rv3615c y Rv3020c, las cuales son los principales
candidatos para reemplazar el uso del PPD en el diagnostico de la tuberculosis bovina.
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