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RESUMEN 

La tuberculosis bovina (TB) es producida por Mycobacterium bovis (M. bovis), 

esta micobacteria puede infectar a una gran variedad de especies, siendo una 

zoonosis. No existen muchos estudios en bovinos donde se evalué las vacunas 

contra TB y su determinación de los diferentes componentes de la respuesta 

inmune, es por eso la necesidad de entender como se comportan las diferentes 

subpoblaciones y así poder desarrollar vacunas efectivas contra la tuberculosis 

bovina. Los objetivos fue determinar la cinética de la respuesta inmune 

celular/humoral y analizar las diferentes subpoblaciones de linfocitos en los 

grupos de animales vacunados (BCG y CFPE) y testigo, determinando los 

marcadores de superficie para linfocitos T CD4+. CD8-'-, CD25 (receptor de IL-2), 

yÓ y CD45RO (células de memoria), por medio de citometría de flujo. Se 

utilizaron 5 becerras por grupo menores a 30 días de edad, libres a tuberculosis 

bovina (TB), el grupo de BCG se vacuno con una dosis de iO UFC, el grupo con 

CFPE se aplico 300 pg/ml y el grupo testigo se inoculo con PBS estéril, la ruta de 

aplicación fue subcutánea. Para el análisis de resultados se realizo la prueba de 

varianza multivariada (MANOVA). En donde obtuvimos que el grupo vacunado 

con BCG principalmente sus subpoblaciones que obtuvieron mayor porcentaje de 

expresión fue en la subpoblación de linfocitos CD4+, mientras que para el grupo 

vacunado con CFPE las subpoblaciones con mayor expresión fueron los linfocitos 

T y5, CD25 y CD45RO. Con lo cual podemos concluir que la presencia de 

micobacterias ambientales y micobacterias patógenas fue un factor determinante 

en el establecimiento de la respuesta inmune, la producción del IFN- y por la 

vacunación (BCG y CFPE), fue evidente únicamente entre los 30 y 60 días, el 

empleo de dosis bajas (104 UFC), fue determinante en la proliferación de las 

diferentes subpoblaciones de linfocitos T, se evidencio una proliferación de las 

células T CD4+ preferentemente en el grupo de BCG. La relación CD4/CD8 fue 

mayor a los 30 días con CFPE y BCG con respecto al grupo control. Para la 

evaluación de los linfocitos CD25 y yó fue determinante la presencia de 

micobactenas ambientales y micobacterias patógenas, ya que no hubo un



aumentó significativo. El BCG y el CFPE fueron inmunogénicos y no dañinos. Por 

lo tanto la propuesta de este trabajo que la aplicación de estos inmunógenos son 

de interés para el control de la TB conjuntamente con medidas de bioseguridad. 
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ABSTRACT 

Bovine tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium bovis (M. bovis), the 

mycobacteria can infect a wide variety of species, being a zoonosis. There 

are rnany studies that evaluate cattle vaccines against TB and 

determination of the different components of the immune response, which is 

why the need to understand how they behave and the different 

subpopulations and to develop effective vaccines against bovine 

tuberculosis. The objectives was to determine the kinetics of the cellular 

immune response/humoral and analyze the different subpopulations of 

lymphocytes in groups of vaccinated animais (BCG and CFPE) and control, 

determining the surface markers for CD4+. CD8+, CD25 (receptor 11-2), y 

and CD45RO+ (memory cells), using flow cytometry. We used five calves 

per group under 30 days oid, free of bovine tuberculosis (TB), BCG group 

was vaccinated with a dose of 10 4 CFU, the group was applied CFPE 300 

mg/ml and the control group was inoculated with sterile PBS, the route was 

subcutaneous application. For the analysis of results was performed 

multivariate variance test (MANOVA). Where we got the group vaccinated 

with BCG sub-population mainly obtained higher percentage of expression 

was in the subpopulation of CD4+, while for the vaccinated group CFPE 

subpopulations with higher expression were y5 T celis, CD25 and 

CD45RO+. This ieads us to conclude that the presence of environmental 

mycobacteria and pathogenic mycobacteria was a factor in the 

establishment of the immune response, IFN-g production by vaccination 

(BCG and CFPE) was apparent only between 30 and 60 days The low-dose 

(104 CFU), was instrumental in the proliferation of differerit subpopulations 

of T iymphocytes, was noticed a proliferation of CD4+ T celis preferentiaily 

in the BCG group. The CD4/CD8 ratio was higher at 30 days with CFPE and 

BCG with regard to the control group. For the evaluation of CD25 

m



lymphocyes and y5 was determining the presence of environmental 

mycobacteria and pathogenic mycobacteria, since there was a significant 

incros. Ihe iCG and CFPE xere mmunogerc and not hrrnuI. 

Therefore the proposal for this work that the application of these 

imrnunogens are of interest for TB control in conjunction with biosecurity 

mEcsures
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INTRODUCCIÓN 

La tcboou!oss es una enfermedad moJ T.•ua que tomaimporta,-7- i 3 cu.ondo el 

hombre empieza a tener una vida sedentaria 1 . El bacilo tuberculoso se ha 

reconocido en esqueletos de la Edad de Piedra en donde la tuberculosis 

posiblemente coexistía con otras enfermedades infecciosas. En momias Egipcias 

y en América precolombina también se han descubiertos restos con 

deformaciones óseas compatibles con el mal de Pott (tuberculosis ósea) 2 

La tuberculosis era probablemente una enfermedad endémica en Tos animales 

mucho antes de afectar al hombre 3 . Se sospecha que las primeras infecciones de 

tuhercu : osis en humanos podrían haber sido producidas por Mycobacterium bovfs, 

cuando el hombre pasó a vivir en aldeas y domesticó a los animales. 

En 1882, el bacteriólogo alemán Robert Koch cultivo y aisló el bacilo tuberculoso 

al que denomino bacilo de Koch. En 1891 obtuvo una sustancia evaporando el 

trado de bacilos tuberculosos cultivados entre 6 y 8 semanas en medio 

:cerinzdo, a la que denomino tuberculina. En 1922 Albert Calmette y Camille 

Guérin lograron hacer la primera vacuna atenuada contra la tuberculosis a pesar 

de su controvertida protección se administro durante varias décadas a neonatos 

ce un gran número de países alrededor del mundo. 

La inmunidad mediada por células (CMI) es de gran importancia en el control de 

patógenos intracelulares, el desarrollo de una respuesta inmune por los linfocitos 

cooperadores (Thl) en la cual las células T CD4 y CD8 tienen un papel 

importante en la protección. La contribución de los linfocitos T CD4 esta mediada 

principalmente a través de citocinas. Mientras que los linfocitos T CD8 son 

considerados citotóxicos 4 . Estudios realizados demuestran que el número de 

células T y/ó en la circulación decrecen con los días de infección particularmente 

las que expresan el antígeno de diferenciación WC1 sugiriendo que el principal 

papel de este tipo de células esta en una respuesta temprana a la infección 5 . Así 

como en la población de células TCD45RO en humanos se han visto que 

responden rápidamente al reconocimiento del antígeno 6•



La respuesta Thl en el ganado después de la vacunación todavía no esta muy 

clara como actúa, es por eso la necesidad de entender como se comportan las 

diferentes subpoblaciones y así poder desarrollar vacunas efectivas contra la 

tuberculosis bovina. 

Por lo tanto el planteamiento de este trabajo radico en realizar un análisis 

comparativo de las diferentes subpoblaciones de linfocitos en los grupos de 

animales vacunados (BCG y CFPE) y testigo, determinando los marcadores de 

superficie para linfocitos T CD4+, CD8+, y, CD25 (receptor de IL-2) y CD45RO+ 

(células de memoria). Para cumplir con dicho objetivo se empleo la técnica de 

citometria de flujo, que es un método analítico, el cual determina la medición 

rápida de ciertas partículas o células suspendidas en líquidos, por sus 

características físicas o químicas que se producen de forma individual al interferir 

con una fuente de luz. Una de sus características más importantes de la 

citometria, es su capacidad de medir múltiples parámetros celulares, como 

tamaño, formas, complejidad y cualquier componente celular o función que pueda 

ser marcada con un fluorocromo . 

1.2 IMPORTANCIA DE LA TUBERCULOSIS BOVINA EN SALUD PÚBLICA 

La tuberculosis bovina (TB) es producida por Mycobacterium bovis (M. bovis), esta 

micobacteria también puede infectar a una amplia variedad de especies por lo que 

se considera como una zoonosis clásica, al considerarla como una infección que 

es transmisible naturalmente entre los animales y el ser humano Al iniciar la 

producción industrial de leche con establecimiento de grandes rebaños durante el 

siglo XX, propicio las condiciones para el incremento de la infección por M. bovis 

en el ganado, lo que favoreció la transmisión del agente a las personas, 

principalmente a través del consumo de leche, influyendo en la epidemia de 

tuberculosis humana. Posteriormente la pasteurización de la leche redujo 

drásticamente la incidencia de infección por M. bovis, pero en regiones en 

desarrollo o donde ha existido una producción de subsistencia con consumo de 

leche cruda, persiste el riesgo de zoonosis mientras no se controle la tuberculosis



en el ganado o en otras poblaciones de animales que compartan su hábitat y 

mantengan la infección 11 . En algunos países desarrollados donde aún existe 

cierto consumo de leche no pasteurizada, se teme que a infección en el bovino 

pueda reflejarse en casos humanos 12 Esto se ha visto agravado por la aparición 

de cepas de M. bovis multirresistentes a los antibióticos de elección en el 

tratamiento de la infección y por la epidemia mundial del síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA), que favorece el desarrollo de la tuberculosis 

en seres humanos, sea debida a M. tuberculosis o a M. bovis. 

Se estima aproximadamente 8 millones de casos nuevos y 3 millones de muertes 

anuales, se ha informado que M. bovis, es responsable cerca de un 16% de las 

muertes por tuberculosis y más del 50% de casos de linfadenitis cervical en niños 
.1 

114 

En la República Mexicana en el 2005 la tasa de prevalencia de tuberculosis en 

todas sus formas en el humano era del 279/o . De los cuales se considera que 

más del lO%, fueron producidos por M. bovis . 

13 IMPACTO ECONÓMICO DE LA TUBERCULOSIS EN LA lNDUSTRIA 

PECUARIA. 

La presencia de la enfermedad ocasiona serias pérdidas al sector productivo, 

pudiéndose analizarse desde dos aspectos diferentes: 

Primer aspecto: 

4 Se reduce la eficiencia productiva de los animales que alcanzan el 

10 %, ya sea en ganancia de kilos de carne como así también en 

producción de leche. 

4 Disminuye la fertilidad hasta un 6%. 

4 La duración de las lactancias disminuye a la mitad en la séptima 

lactancia. El promedio de 270 días en la 1a lactancia se reduce a la 

mitad en la séptima lactancia (131 días). 

4 Se produce una disminución gradual del peso, perdiendo un 

promedio de 15% del peso normal. 

3



4 Causa predisposición a otras enfermedades, como efecto 

secundario, pues hay reducción de la inmunidad. 

4 La esterilidad en vacas tuberculosas aumenta entre 5 ylO%.

Segundo aspecto: en el comercio interior y exterior: el diferencial de precios 

percibido por el productor por la venta de sus productos provenientes de animales

enfermos, y las regulaciones sanitarias que influyen en mercados internacionales 
17 

En nuestro país se calcula en más de 250 millones de pesos anuales, por la 

eliminación de ganado infectado, decomisos de canales, ruptura de líneas 

genéticas, retrasos y disminución de las lactancias 18 

1.4 MORFOLOGIA, ESTRUCTURA Y COMPOSICIÓN DEL GENERO 
Mycobacterium. 

La morfología particular es bacilar, ligeramente curvada, miden alrededor de 2-

4 lJm de largo por 0.2-0.5pm de ancho, son inmóviles, aerobio o microaerófilo, no 

esporulan y no se encapsulan, la alta concentración de lipidos en su pared celular 

(60% en peso) las hace fuertemente hidrofóbicas, muy resistentes a agentes 

químicos y con una reducida permeabilidad a los diferentes colorantes, puede 

teñirse como Gram positivos, pero toman la tinción débil e irregular pero una vez 

teñidas resisten a la decoloración por los alcoholes acidificados, por lo que se les 

considera ácido-alcohol resistentes 19 Las micobacterias requieren de medios de 

cultivo especiales debido a su crecimiento lento, algunas requieren medios con 

amonio como fuente de nitrógeno, glicerol o glucosa como fuente de carbono y 

algunas sales minerales; el más usado es el medio de Lówestein-Jensen a base 

de huevo coagulado. El crecimiento del bacilo de la tuberculosis depende del tipo 

de micobacterias si son de crecimiento rápido que tienen un tiempo de replicación 

entre 2-5 horas y tardan alrededor de 7 días y las de crecimiento lento que su 

tiempo de replicación es de 13 horas tardan de 3-4 semanas 20 

Como todas las células procariotas, las micobacterias poseen una membrana 

citoplasmática formada por una bicapa lipidica, por encima de esta membrana se 

4



encuentra el rígido peptidoglicano que contiene N-glucolilmurámico en lugar de 

N-acctilglucosamina. Por medio de una unión fosfodiéster, el peptidoglicano se 

I-ji l 3 unido covakntemente al arabinogalactano, un polímero de arabnosa y 

galactosa. En la porción más distal y externa de los arabinogalactanos se hnllan 

fijados los ácidos micólicos que tienen cadenas carbonadas largas (C60 a 090). 

Los glucolipidos son un grupo de compuestos micolatos de trealosa, sulfolipidos, 

micósidos, etc) que se encuentran asociados no covalentemente a los ácidos 

micólicos y se ubican periféricamente en la pared. Los micolatos de trealosa 

(llamados factores de cordón porque su presencia produce cultivos que tienen 

forma de cordones serpenteantes) y sulfolipidos se encuentran principalmente en 

las cepas de micobacterias más virulentas. El lipoarabinomanano (LAM), es un 

compuesto que se halla anclado en la membrana citoplasmática. El LAM es 

considerado como el equivalente micobacteriano del lipopolisacárido de las Gram 

negativas debido a que provoca una importante respuesta antimicrobiana en 

macrófagos. En las cepas de micobacterias más virulentas la arabinosa terminal 

del LAM está recubierta con residuos de manosa (mairLA!1) a diferencia de las 

cepas no virulentas no están recubiertas (AraLAM). Además, el LAM también 

podría servir como poro para el paso de los nutrientes a través de la pared celular 

(figura 1). 

1 : g i ra 1. Pared celular de las Micobacterias: 1-Lípidos Externos, 2-Ácido lJicólico, 
3-Polisácarido (arabinogalactano), 4-Peptidoglicano, 5-Membrana Plasmática, 6-
Lipoarabinomanano (LAM), 7-Fosfatidilinositol Manosido, 8-Esquema de la Pared 
Celular. Modificada de http:1/en.wikipedia.org (2009).



1.5 INMUNIDAD DE LA TUBERCULOSIS BOVINA 

El resurgimiento de la tubercuosis en todo el mundo; ha intensificado la 

investigación para examinar la defensa del huésped y los mecanismos patógenos 

que operan en la infección por M. tuberculosis y M. bovis. Hasta ahora no existen 

métodos confiables para detectar una infección latente y aun en pacientes con 

tuberculosis activa puede no estar confirmada la infección 2 

La principal respuesta inmune protectora contra las bacterias intracelulares esta 

mediada por células y consta de dos tipos de acciones: la muerte de los 

microorganismos fagocitados como resultado de la activación de los macrófagos 

por las citocinas en particular interferón-y (IFN- y), derivada de los linfocitos T y la 

lisis de las células infectadas por los linfocitos T citotóxicos CD8 22 La respuesta 

inmunitaria innata frente a las bacterias intracelulares depende principalmente de 

los fagocitos y de las células asesinas naturales (células NK). Los fagocitos, 

inicialmente los neutrófilos y posteriormente las macrófagos ingieren e intentan 

destruir estos microorganismos. Las bacterias intracelulares activan a las células 

NK, directamente o estimulando en los macrófagos la producción de interlucina-12 

(IL-12), una potente citocina activadora de las células NK 22 

La lL-12 es producida por macrófagos, células dendríticas y linfocitos B, estimula 

específicamente la actividad de los linfocitos Thl. Estas células producen 

principalmente dos citocinas IL -2 e IFN-y 23 La IL-2 es producida únicamente por 

células Thl, actúa de forma autocrina y paracrina sobre linfocitos T, B, células NK 

y macrófagos. Los receptores de IL-2 tienen cadenas alfa (CD25), beta (CD122) y 

gamma. La IL-2, es producida normalmente por el cuerpo durante una respuesta 

inmune mediante la unión del antígeno al receptor de células T (TCR), estimula la 

secreción de I1-2, y la expresión de IL-2 receptores (IL-2R). La interacción IL-2111--

2R estimula el crecimiento, diferenciación, supervivencia de las células T 

citotóxicas y desarrollo de células T de memoria inmunológica. Como se mencionó 

antes el IFN-y es producido por los linfocitos T, así como por algunos linfocitos T 

CD8 y células NK 23 El IFN-y estimula la activación de los macrófagos para que 

produzcan diversas sustancias microbicidas, como productos reactivos de 
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oxigeno, óxido nítrico y enzimas lisosómicas. El IFN-y también favorece la 

producción de isótipos de anticuerpos que activan el complemento y opsonizan 

bacterias para su fagocitosis, ayudando así a las funcionas efectoras de tos 

macrófagos 21 . Otra citocina importante para el control de la enfermedad es el 

factor de necrosis tumora-a (TNF-a), es secretado por los macrófagos, las células 

1, B y los fibroblastos. Asimismo, actúa en forma sinérgica con el FN-y para 

inducir la expresión de la enzima sintetasa de óxido nítrico (NOS 2 ), involucrada en 

la producción de oxido nítrico (NO) que participa en la destrucción de M. bovis 

junto con los intermediarios de oxigeno 25 , el TNF-a mata a las células tumorales y 

produce necrosis en el centro de algunos tumores ¡a vivo. Esto se debe a que 

estas células interpretan la unión del TNF-a con su receptor como una señal de 

apoptosis 23• Se ha observado que la terapia anti-TNF-a, utilizada en el tratamiento 

de artritis reumatoide y enfermedad de Crohn, causa el desarrollo de TB 

diseminada como consecuencia de la reactivación de una tuberculosis latente, 

debido a una alteración en la formación de los granulornas existentes. Esto, 

indirectamente, demuestra la importancia del TNF-a en la formación del 

granuloma, que es un mecanismo de defensa para evitar la propagación de la 

infección y su participac i ón en el control de la 1'B '. 

Semanas después de la infección, está alcanza los ganglios linfáticos regionales, 

con la consiguiente activación de linfocitos T CD4 (cooperadoras). Los linfocitos T 

CD4 son los dominantes en la protección, tienen un papel crítico en la defensa 

contra los agentes patógenos intracelulares y extracelulares que resisten a la 

muerte después de ser capturados por macrófagos. Estos linfocitos se activan por 

señales de membrana emitidas por las propias células Thl y por el IFN-y 

secretado por ellas. Una vez activados los rnacrófagos pueden matar bacterias 

intracelulares o ingeridas. Las células Thl producen una variedad de citocinas y 

moléculas de superficie que no sólo activan macrófagos infectados, sino que 

también matan macrófagos viejos crónicamente infectados, estimulan la 

producción de nuevos macrófagos en la médula ósea y reclutan macrófagos al 

sitio de infección 26 Además reconocen e interactúan con células B que han unido 

e internalizado antígenos extraños gracias a sus inmunoglobulinas de superficie.



Las moléculas que presentan el antígeno peptídico a los linfocitos T son 

glucoproteínas de membrana codificadas por un grupo de genes llamado complejo 

mayor de histocompatibilidad clase II (MHO II) 27 (figura. 2). 

de

(MHfl 
Motkula	

PipUdo cD4	
E: ?EJ	Receptor de 

Célula T 

CéLule T hetper 

Fig. 2. Interacción célula presentadora de antígeno y linfocito. CD4+. Tomada de

www.smiba.org.ar (2009). 

Los linfocitos T CD8 citotóxicos son esenciales para la defensa contra agentes 

patógenos que viven dentro de las células. Estos linfocitos T citotáxicos pueden 

eliminar cualquier célula que albergue tales patógenos, reconociendo péptidos 

extraños que son transportados a la superficie celular unidos a moléculas de 

complejo mayor de histocornpatibilidad (MHO) de clase 1. Los linfocitos T CD8 

citotóxicos llevan a cabo su función lítica liberando dos tipos de proteínas 

citotóxicas preformadas. Las granzimas, que son capaces de inducir apoptosis en 

cualquier tipo de células blanco, y la perforina que forma poros y agujeros en la 

célula blanco a través de los cuales entran las granzimas. El ligando FAS, una 

molécula unida a membrana, expresada por los linfocitos T CD8 y por algunos 

CD4, también es capaz de inducir apoptosis por unión FAS expresado en la 

superficie de algunas células blanco. Los linfocitos T CD8 citotóxicos también 

producen IFN-y, importante en la expresión de MHC de clase 1 y de la activación 

de los macrófagos 24 En bovinos se ha observado que los linfocitos T CD8 están 
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no solo involucradas en la lisis de células especificas si no que son capaces de 

matar directamente a las micobacterias vía liberación de granzimas 28 (figura 3). 

/ 

Fig. 3. Presentación asociada a la clase 1 del MHC entre linfocitos CD8 y una
célula infectada. www.smiba.org.ar (2009). 

La función de las células T gamma / delta (linfocitos T y!6), no está claramente 

explicada, pero por su ubicación entre el medio externo y el medio interno es 

posible que representen la primera línea de defensa contra los agentes invasores, 

puede usar células infectadas por micobactenas y algunas células leucémicas, 

reconoce proteínas de choque térmico bacterianas (HSP). Los linfocitos y!6 

responden de manera predominante en la reacción de linfocitos mixtos, lo cual 

indica que pueden reconocer antígenos del MHC extraños y también pueden ser 

citotóxicos 23, esta población de linfocitos tienen un rol de protección, 

antiinflamatorio y de regulación 29. 30, 31, 32 Los linfocitos que expresan el receptor 

y/Ó son un linaje distinto al de los linfocitos T que expresan o1í3, que son los más 

numerosos en humanos 33. Una característica de los linfocitos T y/6 es su 

abundancia en los tejidos epiteliales de ciertas especies; en los rumiantes 

constituyen hasta un 60% de la población de linfocitos T. En rumiantes las células 

T y!6 se dividen en 2 subpoblaciones basada en la expresión de la molécula 

workshop cluster 1 (WCI): WCV y WC1 . Los estudios anatómicos han 

demostrado que las células WC1 representan del 10 al 22 % de las células en los 

ganglios linfáticos sanos, y constituyen entre el 10-50% de los linfocitos de sangre 
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periférica 35. 36 . El WC1 se encuentra predominantemente en la pulpa roja del 

bazo, con menor número de células en los órganos linfoides secundarios 

La molécula de CD45 es un antígeno de diferenciación panleucocitario, del que se 

conocen diferentes isoformas que permiten caracterizar subtipos de linfocitos T 

funcionalmente diferentes: RA o RO. El antígeno CD45 juega un papel clave en la 

superficie celular en la regulación de las señales mediadas por el receptor de la 

célula T (TCR) 37. La mayoría de las células T neonatales y las células T adultas 

con poca capacidad de respuesta a la estimulación antigénica, son llamadas 

células vírgenes, pertenecen a la subpoblación que expresa la isoforma de 

CD45RA de elevado peso molecular, mientras que la isoforma de bajo peso 

molecular, CD45RO, la expresan las células T denominadas células de memoria 

que han sido previamente activadas por un antígeno y que responden bien a un 

antígeno de recuerdo 38• 

1.6 VACUNAS 

Las vacunas utilizadas para la tuberculosis bovina se pueden dividir dentro de 

cuatro categorías: 

Vivas atenuadas: son microorganismos que han sido cultivado expresamente bajo 

condiciones en las cuales pierden sus propiedades nocivas. Estas vacunas tienen 

la desventaja de que no son estables, necesitan un manejo correcto de la cadena 

de frío. Suelen provocar una respuesta inmunológica más duradera produciendo 

linfocitos T CD4, CW e IFN-y. 

Vacunas muertas o inactivadas: están formadas por el o los microorganismos 

completos pero inactivado por algún método físico o químico. Estas vacunas, 

presentan como principales ventajas; su estabilidad y seguridad, así como su 

conservación. Sin embargo, suelen inducir una respuesta inmunitaria menor que 

las vacunas atenuadas, fundamentalmente ligada a linfocitos CD4 con producción 

de anticuerpos. 

Conjugadas: ciertas bacterias tienen capas externas de polisacáridos son 

mínimamente inmunológicos. Poniendo en contacto estas capas externas con 
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proteínas, el sistema inmunitario puede ser capaz de reconocer el polisacárido 

como si fuera un antígeno. Producen linfocitos CD4 y anticuerpos. 

Vacuna de ADN: es una vacuna de desarrollo reciente, es creada a partir del ADN 

de un agente infeccioso. Funciona al insertar ADN de bacterias o virus dentro de 

células humanas o animales. Algunas células del sistema inmunitario reconocen la 

proteína surgida del ADN extraño y atacan tanto a la propia proteína como a las 

células afectadas. Dado que estas células viven largo tiempo. si el agente 

patógeno que normalmente produce esas proteínas es encontrado tras un periodo 

largo, serán atacadas instantáneamente por el sistema inmunitario. Una ventaja de 

las vacunas ADN es que son muy fáciles de producir y almacenar. 

Los requisitos ideales de una futura vacuna para la tuberculosis bovina son: que 

sea segura, estable y poco costosa, que brinde protección, a nivel mundial, contra 

la infección y contra la enfermedad, que proteja con una sola aplicación, que 

induzca memoria inmunológica prolongada, que no afecte en la prueba de la 

tuberculina 39. 

La vacuna BCG fue desarrollada por Calmette y Guérin a partir de una cepa de M. 

bovis, que fue subcultivada cada tres semanas durante 13 años con un total de 

231 pases, hasta que perdió su virulencia. La primera vacuna viva atenuada fue 

utilizada por vía oral en París en 1921. A partir de 1974 a 1992 la vacunación con 

BCG fue incluida en el programa ampliado de vacunación de la OMS en la 

mayoría de los países. En la actualidad la vacuna BCG ha sido desarrollada de 

múltiples subcepas cultivadas en diferentes laboratorios, lo cual ha producido 

nuevas cepas con características diferentes en cuanto a virulencia e 

inmunogenicidad. Los ensayos clínicos de eficacia han demostrado grandes 

variaciones en la protección, que se reporta entre el O y un 80% 40• Para explicar 

estas diferencias se han propuesto diferencias en la potencia de las diferentes 

cepas, en las dosis de BCG e interferencia en la respuesta inmune a la BCG por 

contacto previo con otras micobacterias. Estudios subsecuentes a partir de 1980 

indican un mayor grado de protección de la vacuna de la BCG para las formas 

graves de tuberculosis, con una eficacia que varía entre el 85 y 100% para la 

meningitis tuberculosa. En la actualidad se acepta que la vacuna de la BCG puede 
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prevenir la reinfección endógena y evitar la diseminación de la infección 

tuberculosa, y por lo tanto disminuir las formas graves de la enfermedad como la 

tuberculosis miliar y meníngea. Así como en humanos la eficacia de la vacuna en 

el ganado es variable y puede interferir con la interpretación de la prueba 

intradérniica 5 . Los estudios realizados con BCG, aplicada durante el periodo 

neonatal sugieren una buena protección. La vacuna BCG es un inmunógeno muy 

complejo que induce una respuesta inmunocompleja y básicamente de tipo 

celular. Estudios para conocer más esta respuesta inmune mediada por células, 

particularmente en modelos de ratón, ha demostrado que hay poblaciones 

heterogéneas de células T que tienen diversos roles en la inmunidad anti-

micobacteriana. Es aceptado que las células T CD4+ y T CD8+ tienen un rol 

protectivo 28 Otras poblaciones de células son también consideradas por estar 

involucradas en la inmunidad anti-micobactenana pero la importancia de cada tipo 

de célula no esta bien entendido. En la tuberculosis bovina, las investigaciones del 

rol de las subpoblaciones de las células T han incluido monitoreos en el cambio de 

los niveles de linfocitos en sangre periférica seguida de una infección con M. bovis 
. Estos estudios han demostrado que el número de las células T v15 en la 

circulación decrece con los días de infección, particularmente las que expresan el 

antígeno de diferenciación WC1, sugiriendo que tienen un papel en la respuesta 

temprana de la infección Así como las células T CD4+ y T CD8+ que se ha 

demostrado que son productoras de IFN-y teniendo esta, un papel muy importante 

en la inmunidad anti-micobactenana, incluyendo la activación de los mecanismos 

microbicidas de los macrófagos 

El extracto proteico del filtrado de cultivo (CFPE) M. bovis y de M. tuberculosis se 

ha reportado que son buenos estimulantes de células T y han demostrado una 

protección potencial de antígenos contenidos en el filtrado de cultivo 

Numerosas proteínas micobactenanas han sido aisladas y caracterizadas, algunas 

de las cuales se encuentran asociadas a la célula bacteriana y otras son 

secretadas. Los antígenos específicos inducen una inmunidad protectora de los 

linfocitos Thl en la que participan en forma importante los linfocitos CD4+ y CD8+, 

los cuales son esenciales en la inmunidad protectora porque secretan citocinas, 
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como Ja IL 12 y como ya se menciono el IFN-y, con lo cual activan macrófagos 

que fagocitan y eliminan a la bacteria 42. 43 

Sin embargo, se ha observado que las micobacterias vivas, son más eficientes en 

la generación de la resistencia adquirida específica, comparada con las 

preparaciones de micobacterias muertas; esta observación se ha utilizado como 

argumento para sostener que los antígenos secretados presentes en el CFPE 

micobacteriano, producido por el metabolismo activo bacteriano, son esenciales 

para la inducción de una inmunidad protectora 

Este tipo de vacuna no induce reacción a la prueba de tuberculina y la efectividad 

de la vacuna puede no ser influenciada por previa sensibilización de micobacterias 

ambientales	' 

1. HIPÓTESIS 

Tanto la BCG como las proteínas presentes en el CFPE de Mycobacterium bovis 

son inmunógenos relevantes, capaces de inducir una respuesta inmune protectiva. 

Esto se verá reflejado en la expresión de diferentes receptores que puedan definir 

una respuesta Thl y Th2. 

2. OBJETIVO GENERAL 

Realizar un análisis comparativo de las diferentes subpoblaciones de linfocitos en 

los grupos de animales vacunados y testigo, determinando los marcadores de 

superficie para linfocitos T CD4+, CD8+, y/a. CD25 (receptor de lL-2) y CD45RO 

(células de memoria). 

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

4.1 Comparar la respuesta inmune de becerras vacunadas con CFPE, con 

BCG cepa Phipps y animales testigo, por medio de IFN-y y ELISA. 

13



4.2 Determinar si existe una dinámica de cambio de las poblaciones celulares 

durante el periodo de evaluación mediante citofluorometría de flujo. 

5. MATERIAL Y METODOS. 

5.1. ANIMALES DE ESTUDIO. 

Se utilizaron 5 animales adultos de la raza Hoistein-Friesian, para la 

estandarización de la técnica de citometria de flujo, considerando 3 animales 

positivos a las pruebas de tuberculina, lEN-y y ELISA, las cuales durante un 

periodo de 3 años, se les había dado seguimiento y estaban estabulados dentro 

de un hato de segregación. Por otro lado se consideraron 2 animales negativos a 

estas mismas pruebas los cuales se encontraban en un hato de baja prevalencia 

(:^ de 4 %). Y 15 becerras de la raza Hoistein-Friesian, de entre 15-30 días de 

edad, provenientes de la cuenca lechera de Tizayuca Hidalgo. 

5.2 DISEÑO EXPERIMENTAL 

Los animales se evaluaron inicialmente por medio de lEN-y para la detección de la 

inmunidad mediada por células, y ELISA para la detección de anticuerpos 

específicos contra proteínas de M. bovis y PCR de exudado nasal para identificar 

el DNA especifico de genoma de M. bovis, todas estas pruebas se realizaron para 

determinar su estatus de animal libre de la enfermedad. Las becerras provinieron 

de madres negativas a la prueba de tuberculina y así mismo se alimentaron con 

calostro de madres negativas. 

Los animales fueron divididos en tres grupos con 5 animales cada uno. El grupo 1 

se inoculo con la vacuna BCG cepa Phipps de M. bovis subcutáneamente en la 

tabla del cuello a una dosis de 1x10 4 UFC en lml de buffer de fosfatos (PBS) 

estéril. El grupo 2 se inoculo con el CFPE a una dosis de 300 pg/ml. El grupo 3 fue 

el testigo al cual únicamente se le inoculo 1 ml PBS como placebo. 
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5.3 OBTENCIÓN DEL EXTRACTO PROTEICO DE FILTRADO DE CULTIVO DE 

M. bovis. 

La cepa de micobacterias que se empleo para la obtención del CFPE fue M. bovi.s 

AN5. Los sobrenadantes del cultivo fueron donados por la Productora Nacional de 

Biológicos Veterinarios (PRONABIVE); el procedimiento para la obtención de los 

sobrenadantes fue el siguiente; los cultivos se incubaron a 370 C durante 6 

semanas en medio líquido de Dorser-Henley 45 , las proteínas presentes en el 

filtrado de cultivo se precipitaron con cristales de sulfato de amonio [(NH 4 ) 2 SO4] 

con una saturación final del 80 %, con agitación constante a 4° C por 24 horas 

(hrs). Al termino de este tiempo, la solución se centrifugó a 4° 0 por 60 minutos 

(mm) a 10,000 rpm (Beckman rotor JS-13.1), el precipitado, fue resuspendido en 

10 ml de solución amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2, estéril posteriormente 

se dializó contra PBS, en bolsas de diálisis (Spectra!Por No. 3787-D40), con punto 

de corte de 12 a 14 kDa a 40 C durante 36 hrs con 4 cambios de 2 litros (lts) cada 

uno. Después del dializado se comprobó la ausencia de (NH4 ) 2 SC con cloruro de 

bario. El material obtenido se designó como extracto proteico de filtrado de cultivo 

(CFPE), la concentración de proteína del CFPE se determino por el método de 

Bradford, para fines prácticos se ajusto a 35 pg/ml de proteína y se dividió en 

alícuotas de 1 mi, las cuales se almacenaron a -70° C hasta su empleo 49. 

5.4 OBTENCIÓN DE LA VACUNA BCG PHIPPS 

La cepa Phipps de BCG de M. bovis, se creció en medio Middlebrook 71-1111 (Bacto 

Difco Laboratories, Detroit MD,USA), enriquecido con 10 % de OADC (Oleica acid-

Albumin-Dextrose-Catatase) (BBL Middlebrook OACD Enriciment, Becton 

Dickinson, Sparks MD, USA),por tres semanas, posteriormente estas colonias se 

sembraron en 30 ml de medio Middlebrook 71-119 liquido (BBL Middlebrook 71-19 

Broth Base, Bector Dickinson, Cockeysviile MD, USA), enriquecido con 10 % de 

ACD y 0.5 % de Tween 80 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) para mantener 

dispersas las bacterias en tubos de polipropileno de 50 ml y se incubo por 8 días a 
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370 C con agitación constante a 100 revoluciones por minuto (rpm) en atmósfera 

húmeda. 

La cinética se empezó cuando se transfirieron los 30 ml del cultivo anterior a 270 

ml de medio fresco Middlebrook 71-19 en un recipiente de poliestireno de 600 ml de 

capacidad, bajo las condiciones antes descritas, tomando este momento como día 

cero de la cinética y se midió con un espectrofotómetro a 650 nanómetros (nm), 

tomando como indice basa¡ la medición obtenida de un alícuota de agua 

bidestilada estéril y como control de crecimiento una alícuota de medio de cultivo 

estéril. Las mediciones se realizaron de la forma descrita cada 24 hrs durante tres 

semanas. Se gráfico el logaritmo de las lecturas de densidad óptica para 

esquematizar el crecimiento de la cepa e identificar la fase logaritmica media en la 

cual se detuvo su crecimiento por congelación a —80° C. Posteriormente de realizo 

diluciones seriadas de acuerdo con el siguiente formato: 

No. de	Vol. y suspensión utilizada 1 Vol. PBS	Factor de 

Dilución	 dilución 

1 Alícuota original (0.5 ¡ni) 2.5 ml 5 

2 Dilución 1(100	l) 4.9 ml 250 

3 Dilución 2(100	tl) 4.9 ml 12,500 

4 Dilución 3 (100Vi¡) 4.9 ml 625,000 

5 Dilución 4(100 ul) 4.9 ml 31,250 

6 Dilución 5 (100 ul) 4.9 ml 1,56-1500,000

Se sembró 100 ÁI de las diluciones 4. 5 y 6 en cajas de Petri con medio 71-110 

suplementado con OADC, se realizo el conteo de colonias, la concentración 

celular de las alícuotas congeladas se calculo y se ajusto, antes de utilizar la 

suspensión, a 1x10 6 CFU/ml en PBS. A fin de verificar el número de bacterias 

inoculadas, el conteo de UFC es repetido utilizando la suspensión ajustada 50, 
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5.5 ESTIMULACIÓN IN VITRO DE CÉLULAS MONONUCLEARES DE 

SANGRE PERIFERICA (PBMC). 

Se obtuvo una muestra de 7 ml de sangre de la yugular de las becerras en tubos 

con heparina. La muestra se traslado al laboratorio y la sangre se cultivo siguiendo 

el protocolo de Rothel cf al 51 En una placa de cultivo de 24 pozos se adiciono a 

tres pozos 1.5 ml de sangre heparinizada de cada animal. Cada uno se estimulo 

con 100 pl de PPD bovino (20 pg/ml), 100 pl de PPD aviar (20 pglml) y un pozo sin 

estimular como testigo. El cultivo se incubo por 24 hrs, en estufa de CO 2 al 5 9/ a 

37° C. Se obtuvo el plasma y se congelo a -70° C hasta la realización de la prueba 

de ELISA para detectar los niveles de IFN-y. 

5.6 PRUEBA DE INTERFERON-y (IFN-y) 

Por medio de esta prueba se determino la inmunidad celular cuantificando los 

niveles de IFN-y, por medio de un kit comercial (BOVIGAMTrv1 Bovine Gamma 

Interferón Test). En una placa de 96 pozos se adiciono 50 pl de diluyente verde y 

seguido se deposito 50 pl de cada plasma, se trabajaron por duplicado. De la 

misma forma se depositaron 50 pl de control positivo y negativo por cada placa. 

Se incubo a 37° C durante 1 h. Posterior a la incubación se decanto el contenido y 

se realizo cinco lavados utilizando la solución buffer de lavado adicionando 200 pl. 

Se preparo el conjugado de acuerdo al instructivo de uso, colocando para cada 

placa de 96 pozos 12 ml de diluyente azul por 120 pI de conjugado (anticuerpo 

anti- FN-y bovino) se colocaron 100 pl en cada pozo y se incubo por 1 h a 37° C. 

Se decanto transcurrido el período de incubación y nuevamente se lavo cinco 

veces. Se preparo el cromógeno tetrametilbencidina (TMB) más la solución buffer 

de enzima sustrato, se preparo colocando 12 ml de enzima por 120 pl de 

cromógeno para una placa de 96 pozos; se adicionaron 100 pl a cada pozo, se 

incubo a temperatura ambiente por 30 min protegidos de la luz, posteriormente se 

agrego la solución de paro (H2SO4) y se realizo la lectura en un espectrofotómetro 

a 450 nm.
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5.7 ENSAYO DE INMUNOABSORCIÓN LIGADO A ENZIMAS (ELISA) 

Se sensibilizaron placas (Nunc-lmmuno Plate MaxiSorp) de 96 pozos con 10 pg/ml 

de CFPE de M. bovis y M. avium por separado respectivamente con solución 

buffer de carbonatos pH 9.6, 0.061VI, adicionando 100 pl por pozo; se incubaron 

toda la noche a 37° C. Posteriormente se lavo cinco veces con solución de lavado, 

buffer de fosfatos 0.01 M, pH 7.4 (PBS) con NaCI y 0.1 % de Tween 20 (PBST): 

adicionando 200 pi por pozo después se bloqueo con 100 pl de solución 

bloqueadora (leche descremada al 1.5 % en PBST), incubando en estufa 37° C 

por 1 h. Transcurrido el tiempo se decanto y se lavo cinco veces con PBST, y se 

adiciono 100 pl de los sueros problema diluidos 1:50 en PBS por duplicado así 

como un suero positivo y un suero negativo incubando nuevamente por 1 h a 37° 

C. Posteriormente se realizo cinco lavados con PBST, se agrego a cada pozo 100 

pl de proteína G conjugada con peroxidasa (Protein G recombinant- peroxidase, 

SIGMA) diluida 1:10.000 en PBS y se incubo por 1 h a 37° C, transcurrido el 

tiempo se decanto y se lavo cinco veces, al término se adicionaron 100 pl de la 

solución de revelado de ortofenilendiamina en buffer de citratos pH 4.5, más 4 pl 

de H202 al 3 %, La reacción se paro a los 10 min mediante la adición de 50 pi de 

la solución de paro (H2SO4 2M) por pozo. Posteriormente se realizó la lectura en 

un espectrofotómetro a 492 nm 52, 

5.8 OBTENCIÓN DE CÉLULAS MONONUCLEARES PARA CITOMETRÍA 

Se obtuvo una muestra de 7 ml de sangre de la vena yugular de las becerras en 

tubos con anticoagulante (heparina), se diluyo en una relación 1:2 con PBS estéril 

y se coloco cuidadosamente en un gradiente de Ficoll- Hypaque (d = 1.077 g/ml) 

en una relación 1:3. Se centrifugo a 2800 rpm por 40 min en centrífuga de cabezal 

de columpio (marca Eppendorf) y se recupero la interface de la capa rica en 

células mononucleares en tubos falcón de 15 mi, la suspensión celular se lavo dos 

veces con PBS estéril centrifugando 1500 rpm 5 min en cada lavado. 
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Se resuspendió el botón celular al final de los lavados en un mililitro de buffer de 

fosfatos conteniendo azida de sodio al 0.2 % y suero de albúmina bovina al 0.2 % 

(PBS-BSA) y se contó el número de células por mililitro utilizando una cámara de 

Neubauer y se ajusto el volumen necesario de medio RPMI 1640 (1X) para 

obtener una suspensión celular de 2.5 x 106 celJml. 

5.9 ESTIMULACIÓN DE LINFOCITOS 

Las células se distribuyeron en placas de 24 pozos, colocando un volumen de 1.5 

ml por pozo, se estimulo un pozo con el antígeno PPD bovis 100 pl (20pg/ml) y un 

pozo sin estimular como testigo. Se incubo en una estufa de CO 2 al 5 % a 370 C 

por 72 hrs, al termino de la incubación se colectaron las células de cada pozo 

colocándolas en tubos eppendorf de 1.5 mi, se centrifugaron a 1500 rpm por 5 mm 

para empaquetarlas y posteriormente hacer el marcaje. 

5.10 MARCAJE DE SUBPOBLACIONES DE LINFOCITOS T Y RECEPTOR DE 

1 L-2 

Las células ya empaquetadas se resuspendieron con PBS-BSA en un volumen de 

1 mi, posteriormente se dividió este volumen en 4 partes (0.250pl) en tubos 

eppendorf 1.5 mi y se centrifugo a 1500 rpm durante 5 mm, se elimino el 

sobrenadante, dejando el botón de células las cuales se resuspendieron con el 

primer anticuerpo con un volumen de 5 tI. Incubando 30 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente se lavo con PBS-BSA en un volumen de 1 ml y se 

centrifugo a 1500 rpm 5 mm, se elimino el sobrenadante y se agrego el segundo 

monocional 5 pl se resuspendió, incubando por 30 min a temperatura ambiente 

protegiendo las células de la luz. Terminando el período de incubación se lavo con 

PBS-BSA 1 mi, se centrifugo a 1500 rpm 5 min se decanto y se le agrego 500 pl 

de Facs/flow y se leyó al citómetro.
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5.11 ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Los anticuerpos monoclonales que se utilizaron para citometría de flujo son 

anticuerpos primarios dirigidos contra receptores de membrana, CD4+ línea 

celular ILA11, isotipo lgG 2a, CD8+-í3, línea celular BAT82A, isotipo lgG 1 , CD25, 

línea celular IL2RA5, isotipO l9G 2 a receptor de IL-2, CD45RO, línea celular 

GC42A1, isotipo 19G 1 marcador de activación (células de memoria) y WC1-N3, 

línea celular CACTB32A, isotipo IgG 1 receptor de linfocitos yIá, todos ellos de la 

marca VMRD, Pullman, USA. 

Los anticuerpos secundarios unidos a un fluorocromo son anti lgG 1 con isocianato 

de fluoresceína (FITC), 115-095-205 Jackson Immuno Research y anti IgG2 

marcado con R-ficoeritnna (R-PE), 115-115-206, Jackson lmmuno Research (tabla 

1).

Tabla 1. - Anticuerpos monoclonales primarios y secundarios empleados en la 
técnica de citometría de fluio. 

1ER	CLONA DILUCIONES SUBPOBLACION 2DO ¡S	TIPO 

ANTUCUERPO ANTICUERPO 

CD4 IL-Al 1 1:500 Linfocito PE Anti-IgG2 

cooperador 0 

CDS BAT82A 1:5 Linfocito FITC Anti I9G1 

Citotóxico 

CD25 IL-2RA5 1:300 Receptor de PE Anti-IgG2 

Interlucina-2 

CD45R0 GC42A1 1:20 Linfocito de FITC Anti lgG 

memoria 

WC1-N3 CACTB32A 1:50 Linfocito y5 FITC Anti lgG1
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5.12 CITOMETRÍA DE FLUJO 

Las células fueron analizadas por citometria de flujo utilizando el citofluorometro 

FACSCalibur (Becton Dickinson San José [U), para el análisis de los resultados 

se empleo el software WinMDl 2.8. Se analizo primero empleando un histograma 

de las poblaciones presentes regionalizando únicamente los linfocitos, excluyendo 

las demás células: monocitos, eritrocitos y dendritus celulares. Se leyó un total de 

5000 eventos en cada análisis. 

5.13 ANALISIS ESTADÍSTICO 

Se realizo un análisis de varianza multivariada (MANOVA) siendo las variables 

dependientes: niveles de anticuerpos; niveles de IFN-y, niveles de CD25, niveles 

de 004, niveles de CD8, niveles de CD45RO, niveles de WC1-N3, para evitar el 

problema de subestimación del error tipo II por múltiples veces de comparación. Si 

el resultado de MANOVA en su modelo completo resulta significativo, como 

esperamos de acuerdo con la lógica biológica y apoyando la hipótesis 

correspondiente, se llevará a cabo el análisis de varianza (ANOVA) de una sola 

vía con el cual determinamos el efecto de tratamiento (BCGICFPE/TESTIGO) en 

las variables de respuesta, las mismas variables que mencionamos anteriormente 

con MANOVA. Posterior a cada una de las pruebas estadísticas procedidas por 

ANOVA, en caso de que detectemos la diferencia estad isticamente significativa 

entre las medias de los tres tratamientos, llevaremos a cabo la comparación 

múltiple del método de Dunnett fijando el grupo con el tratamiento por placebo 

como control. Establecemos el nivel de significancia estadística como cv z0.05 y el 

poder (1-o) > 0.8.Se utilizo el paquete estadístico JMP Starte. 
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6 RESULTADOS 

6.1. PRODUCCIÓN DE IFN-y EN BECERRAS VACUNAS CON BCG, CFPE Y 

GRUPO TESTIGO 

La evaluación de IFN-y en los diferentes grupos de animales vacunados bajo el 

estimulo del PPD bovis, al tiempo cero se observa que los niveles del IFN-y son 

mínimos con un valor promedio de densidad óptica (DO) de 0.181 +1- 0.1470, 

hubo un incrementó a través de los días evaluados, siendo que a los 30 días 

postvacunación el grupo vacunado con BCG mostró un aumento mayor de 1.68 

veces (0.7879 +1- 0.7457), respecto al grupo vacunado con CFPE. El grupo 

vacunado con el CFPE (0.4871 +1- 0.2326) comparado con el grupo testigo 

(0.6846 +1- 0.9168) fue mayor 1.14 veces. Se observo posteriormente que el grupo 

vacunado con BCG, sus niveles fueron bajando. Para el grupo vacunado con 

CFPE su mayor expresión fue al día 60 con un valor mayor de 1.73 veces 

(0.8531+1- 1.2997) respecto al grupo vacunado con BCG (0.4940+1- 0.3024). En el 

grupo testigo se puede observar que a partir del día 7 sus niveles fueron en 

aumento siendo el día 60 el de mayor producción siendo 2.44 veces (1.2883+!-

1.3832) mayor que el grupo vacunado con BCG y 1.41 veces (0.8531 +1- 1.2997) 

mayor que el grupo vacunado con CFPE (ver figura 4). 

Cuando se realizó el análisis estadístico con la prueba de MANOVA y Kruskal-

Wallis, no mostró ninguna diferencia estadística entre grupos, ya sea BCG con 

CFPE, BCG con grupo testigo.
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Figura. 4. Niveles de expresión de IFN-:V en células PBMCs estimulados con PPD 
bovis, la evaluación del FN-7 fue en plasma de los cultivos celulares de becerras 
vacunados bajos diferentes esquemas. Cada punto representa el promedio de los 
animales por grupo con su desviación estándar. 

En los diferentes grupos (BCG, CFPE y testigo), estimulados con PPD avium, se 

observo que en el día 0 los niveles de IFN-y se mantuvieron bajos en promedio 

con una DO. de 0.1563 +1- 0.1482. Para el día 7 el grupo vacunado con BCG tuvo 

un ligero aumento en sus niveles de lEN-y de 1.91 veces (0.239+1- 0.1926) mayor 

que el grupo vacunado con CFPE (0.1277+1-0.0879). En el día 30 el grupo 

vacunado con BCG se observo un incremento mayor de 2.04 veces (0.8874 +1-

0.5310) respecto al grupo vacunado con CFPE (0.4333 +1-0.3736), posteriormente 

disminuyeron sus niveles hasta los 90 días. En el grupo testigo se observo un 

aumento creciente, al día 60 su expresión fue 2.32 veces (1.3535+1- 1.5075) 

mayor que el grupo vacunado con BCG (0.5871+1-0.5191). Con el grupo vacunado 

con CFPE fue mayor 2.28 veces (0.5971 +1- 0.6720). A los 90 días los valores de 

D.O disminuyeron a valores semejantes al tiempo cero (ver figura 5). 
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En el análisis estadístico usando la prueba de MANOVA y Kruskal-Wallis, no 

mostró ninguna diferencia estadística entre grupos, ya sea BCG con CFPE, BCG 

con grupo testigo.

IFN-y PPD avium 
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Figura. 5. Niveles de expresión de lEN-y en células PBMCs estimulados con PPD 
avium, la evaluación del IFN-y fue en plasma de los cultivos celulares de becerras 
vacunadas bajos difereres esquemas. Cada punto representa el promedio de 5 

animales por grupo ± desviación estándar. 

La evaluación de la expresión de lEN-y en el grupo sin estimulo se puede observar 

en el día O los niveles obtenidos para el grupo vacunado con BCG y CFPE en 

promedio tienen un valor de DO. de 0.1080 +1- 0.0739 mientras que el grupo 

testigo tuvo un valor de 0.0699 +1- 0.0132, Al día 7 el grupo testigo (0.1379+1-

0.1350) tiene un ligero aumento respecto al grupo vacunado con BCG (0.1377+!-

0.1620) siendo 1.0 veces mayor y de 2.16 veces mayor para el grupo vacunado 

con CFPE (0.0634+1-0.0084). Su mayor aumento en los niveles de IFN-y fue en el 

día 15 con un valor superior de 7.54 veces (0.8336+1-1.3856) respecto al grupo 

vacunado con BCG (0.1104+1-0.0652) y un valor de 6.38 veces más alto hacia el 

grupo vacunado con CFPE (0.1398+/-0.091 5) (figura 6). 
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En el análisis estadístico usando la prueba de MANO VA y Kruskal-Wallis con un 

valor de p 4.05, no mostró ninguna diferencia estadística entre grupos, ya sea 

BCG con CFPE, BCG con grupo testigo. 

IFN-y Control 
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Figura. 6. Niveles de FN-y sin estimulo en plasma de becerras seguido de la 
vacunación subcutánea de BCG, CFPE y grupo testigo. Cada punto representa el

promedio los animales con su desviación estándar. 

62. EVALUACIÓN DE LA RESPUESTA HUMORAL EN BECERRAS VACUNAS 

CON BCG, CFPE Y GRUPO TESTIGO 

Los niveles de la respuesta inmune humoral en las becerras se obtuvieron 

evaluando una cinética por 90 días postvacunación en la cual se observa una 

variación entre los promedios de las densidades ópticas en los diferentes grupos 

de estudio. 

En la figura 7 se observa los valores promedio de la cinética de la respuesta 

inmune humoral de las becerras en los diferentes grupos. Cuando se evaluó con el 

CFPE M. bovis, hubo una diferencia estadísticamente significativa en tiempo 
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empleando la prueba de MANOVA (p 4.05). En el día O el valor obtenido para el 

grupo vacunado con CFPE tuvo un valor de DO. de 0.217 +/- 0.074 siendo 1.5 

veces mayor que el grupo vacunado con BCO (0.144+1-0.068) y 1.14 veces mayor 

que el grupo testigo (0.189+1-0.066), teniendo un aumento paulatino siendo el día 

30 donde alcanza su mayor nivel con un valor de DO: de 1.004+1- 0.452 siendo 

1.51 veces mayor que el grupo vacunado con BCG (0.662+1-0.369) y 1.12 veces 

mayor para el grupo testigo (0.894+1-0.455). 

2-	 ELISA(bovis) 

01iii1___ 
0	7	15	30	60	90
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BCG 2 CFPE L TESTIGO 

Figura. 7. Niveles de la respuesta inmune humoral hacia CFPE M. bovis en sueros
de becerras seguida de los diferentes esquemas de vacunación. Cada punto 

representa el promedio los animales y su desviación estándar. 
NOTA.- * Diferencias estadísticas a través del tiempo (p <0.05). 

Con CFPE M. avium también hubo una diferencia estadisticamente significativa en 

tiempo (p 4.05) entre los grupos, en la figura 8 se puede observar los valores 

promedio obtenidos a lo largo de la cinética, en el día O los valores en los tres 

grupos se mantuvieron bajos con una D.O. de 0.18 +1- 0.071, manteniéndose así 

en los días consecutivos a excepción del grupo vacunado con CFPE, que en el día 

30 tuvo un ligero incremento con un valor de D.O. de 0.371+1-0.501 siendo 2.9 

veces mayor que el grupo vacunado con BCO (0.126+/-0.019) y 2.18 veces mayor 
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que el grupo testigo (0.169+1-0132), posteriormente teniendo un descenso en 

sus niveles sin ser por debajo de su nivel inicial. 

2 .	 ELISA (avium) 
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Figura. 8. Niveles de la respuesta inmune humoral hacia CFPE M. avium en
sueros de becerras seguida de los diferentes esquemas la vacunación. Cada

punto representa el promedio los animales y su desviación estándar. 
NOTA.- * Diferencias estadísticas a través del tiempo (p <0.05). 

6.3. NIVELES CELULARES DE LAS DIFERENTES SUBPOBLACIONES DE 

LINFOCITOS EN ANIMALES NEGATIVOS Y ANIMALES POSITIVOS A LA 

TUBERCULINA POR MEDIO DE CITOMETRÍA DE FLUJO 

Para poder obtener las diferentes subpoblaciones de linfocitos primeramente se 

seleccionaron dentro de la grafica, las regiones donde se encontraban las 

diferentes poblaciones celulares. En el siguiente citograma podemos observar los 

linfocitos en color rojo, los monocitos en color verde, los neutrófilos en color azul, 

los eosinófilos en color amarillo, las plaquetas y los restos celulares de los 

hematíes en negro y por último en azul claro la suciedad, como células no 

hematológicas , células muerta y restos celulares (figura 9). 
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Figura 9. Ejemplificación de las diferentes poblaciones celulares empleando la 
técnica de citometria de flujo. 

Posteriormente cuando se ha identificado nuestra población de estudio, se 

regionalizo y se hizo una segunda grafica, donde se obtiene nuestras 

subpoblaciones de interés marcadas con el fluorocromo correspondiente 

obteniendo un porcentaje de ellas (figura 10  y 10 b).

CDS 

(a) 

Figura 10. (a) Se muestra la interpretación del programa del citometro, donde se 
ejemplifica la ventana en donde se observa la población de interés. (b) la división 

de las poblaciones marcadas con el fluorocromo correspondiente. 

Para la estandarización de la técnica de citometría de flujo, se consideró evaluar a 

un grupo de animales adultos, considerando 3 animales positivos a las pruebas de 

tuberculina, IFN-y y ELISA. y 2 animales negativos a estas mismas pruebas (ver 

cuadro 1).
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Cuadro 1. Resultados de las pruebas complementarias diagnosticas para 

tuberculosis bovina. 

N O animal Tuberculina IFN-y 

PPD bovis

IFN-y 

PPD avium

ELISA 

M. bovis

ELISA 

M. avium 

2 - 0.2295 0.217 0.372 0.303 

15 0.082 0.114 0.319 0.303 

406 + 1.187 0.218 0.514 0.303 

415 + 1.153 0.258	0.514 0.303

--424 + 2.865 1.321 1.056 0.303

Los porcentajes celulares de las diferentes subpoblaciones, se muestran en la 

figura 11. En los animales adultos positivos a tuberculosis bovina se puede 

observar que la subpoblación de CD4+ se mantuvo en promedio en un 40 % en su 

expresión, mientras que en los animales adultos negativos estuvo alrededor del 60 

%. Con la subpoblación de CD8+ los animales positivos obtuvieron mayor 

porcentaje un 17 %, mientras que los animales negativos obtuvieron un 8 %. En la 

subpoblación de CD25 los animales positivos obtuvieron alrededor del 60 % de su 

expresión, al mismo tiempo que los animales negativos obtuvieron un 61 % En el 

marcaje de linfocitos yÓ los valores en los animales positivos fueron de un 8 % y 

en los animales negativos fueron de un 4%. Finalmente con la subpoblación de los 

CD45RO+ los animales positivos tuvieron un valor de un 21 % y los animales 

negativos un 12 %.
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Figura 11. Niveles celulares de las diferentes subpoblaciones de linfocitos por
medio de citometría en animales positivos a la tuberculina (406, 415, 424), y 

animales negativos (2, 15). 

6.4. NIVELES CELULARES DE LINFOCITOS T CD4+ EN LOS DIFERENTES 

GRUPOS 

Los niveles celulares del marcador de linfocitos T CD4+, tuvieron una diferencia 

estadisticamente significativa en tiempo, al día cero en el grupo vacunado con 

BCG y testigo, teniendo un 25 % como valor promedio; el grupo vacunado con 

CFPE en promedio tuvo un valor del 17 %; para el día 15 después de la 

vacunación hay un ligero incremento significativo en el grupo testigo vacunado con 

BCG con un valor promedio del 32.7 % (p 4.05), así como para el grupo CFPE 

para el día 60 postvacunación tiene un valor promedio de 32.8 % (p <0.05) (figura 

12).
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Figura. 12. Cambios en el porcentaje de las células T CD4+ en sangre periférica 
de las becerras seguido de la vacunación subcutánea de BCG, CFPE y grupo
testigo. Cada punto representa el promedio y error estándar de 5 animales. * 

Diferencias significativas (p <0.05). 

6.5. NIVELES CELULARES DE LINFOCITOS T CD8+ EN LOS DIFERENTES 

GRUPOS 

Los niveles celulares del marcador de linfocitos T CD8+ tuvieron una diferencia 

significativa en tiempo como se puede observar en la grafica, en el grupo 

vacunado con BCG su nivel más alto fue en el día 15 postvacunación obtuvo el 

valor promedio de 19 % (p 4.05), mientras que el grupo vacunado con CFPE su 

nivel más alto fue en el día 90 postvacunación con un valor promedio del 29 % (p 

4.05). Entre tanto el grupo testigo sus valores se mantuvieron por debajo de los 

valores en los grupos vacunados, siendo únicamente en el día 30 en donde sus 

valores estuvieron más altos que los otros dos grupos (BCG 16 %, CFPE 15 %) 

teniendo un valor promedio del 22 % (figura 13). 

LE



Células CD8 
100

	

1	 13BCG 

	

80	 CFPE 
u, 
2	 OTESTIGO 

60-

o

	

40-	 * 

	

20	
*	

\ 

o

0	7	15	30	60	90

Dias 

Figura. 13. Cambios en el porcentaje de las células T CD8+ en sangre periférica 
de las becerras seguido de la vacunación subcutánea de BCG, CFPE y grupo
testigo. Cada punto representa el promedio y error estándar de 5 animales. * 

Diferencias significativas (p < 0.05). 

A su vez se observo la proporción de CD4+ICD8+ en los grupos de estudio donde 

se nota en un inicio el grupo testigo tiene una proporción de 2.29 de CD4+/CD8+, 

mientras que en el grupo con BCG fue 1.67 y con CFPE 1.33, en el transcurso del 

estudio la proporción en el grupo vacunado con CFPE aumento en el día 30 y 60 

(2.02 y 2.0 respectivamente). Posteriormente en todos los grupos sus valores 

bajaron en promedio a 1(flgura 14).
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Figura. 14. Cambios en la proporción de linfocitos T CD4+/CD8+ en PBMC de 
becerras vacunadas con BCG, CFPE y grupo testigo. Cada punto representa el 
promedio ± Error estándar de 5 becerras por grupo. Los datos son expresados 

como la proporción CD4+ICD8+ (% C04+1 %CD8+). 

6.6. NIVELES CELULARES DE LINFOCITOS T CD25 EN LOS DIFERENTES 

GRUPOS 

Los niveles celulares del marcador de linfocitos T CD25, tuvieron una diferencia 

significativa en tiempo, para el día cero en el grupo vacunado con CFPE, presento 

un valor promedio del 48 %; para el día 30 postvacunación exhibo ligero 

incremento significativo con un valor promedio del 65 % (p <0.05), mientras que 

para el grupo testigo su valor inicial fue del 38 % teniendo un incremento máximo 

para el día 15 postvacunación con un valor promedio del 63 % y a partir del día 30 

postvacuna disminuyo a sus niveles iniciales. En el grupo vacunado con BCG se 

puede observar que sus niveles tuvieron un valor promedio de 46 % durante el 

tiempo de estudio (p 4.05) (figura 15).
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Figura. 15. Cambios en el porcentaje de las células T CD25 en sangre periférica 
de las becerras seguido de la vacunación subcutánea de BCG, CFPE y grupo
testigo. Cada punto representa el promedio ± Error estándar de 5 animales. * 

Diferencias significativas (p <0.05). 

Al hacer un análisis comparativo de la relación CD25/y5 se observo que la 

respuesta de activación celular hacia la población y16 en un inicio tenían un valor 

promedio de 26 conforme transcurrió el tiempo fue aumentando sus valores, así el 

grupo vacunado con CFPE su mayor relación fue en el día 30 con un valor de 56, 

mientras que para el grupo vacunado con BCG fue al día 60 con un valor de 59. 

El grupo testigo siempre se mantuvo por debajo de los grupos vacunados (figura 

16).
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Figura. 16. Cambios en la proporción de linfocitos T CD25IyÓ en PBMC de
becerras vacunadas con BCG, CFPE y grupo testigo. Cada punto representa el 
promedio ± Error estándar de 5 becerras por grupo. Los datos son expresados 

como la proporción CD25/y5 (%CD25/ % yÓ). 

6.7. NIVELES CELULARES DE LINFOCITOS T yló EN LOS DIFERENTES 

GRUPOS 

Los niveles celulares del marcador de linfocitos T y/Ó, como se puede observar en 

los diferentes grupos de estudio tuvieron un valor promedio del 15 % para el día 

15 después de la vacunación hay un ligero incremento en el grupo testigo con un 

valor promedio de 20 %, teniendo una diferencia significativa en tiempo (p <0.05): 

mientras que para los grupos vacunados BCG y CFPE su valor fue de 12 %, no 

observándose diferencias significativas entre grupos (figura 17), 
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Figura. 17. Evaluación de las subpoblación de linfocitos T y!6, obtenido de sangre 
periférica de becerras, en los diferentes grupos (BCG, CFPE y testigo). Cada 

punto representa el promedio ± Error estándar de 5 animales por grupo. 
Diferencias significativas (p <0.05). 

6.8. NIVELES CELULARES DE LINFOCITOS TCD45RO+ EN LOS DIFERENTES 

GRUPOS 

Los niveles celulares del marcador de linfocitos T CD45RO+, tuvieron una 

diferencia significativa entre grupos así como en tiempo; observándose que en los 

primeros dos muestreos (día cero y siete), los valores de los grupos eran muy 

bajos, ya para el día 15 postvacunación el grupo vacunado con CFPE alcanza su 

valor mas alto obteniendo un 53 % y el grupo testigo con un valor promedio de 

49% (p 4.05). Para el grupo vacunado con BCG su nivel mas alto lo obtuvo al día 

30 postvacunación con un valor promedio de 45 % (p 4.05). Hacia el día 60 y 90 

postvacunación los valores en todos los grupos bajaron (figura 18). 
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Figura. 18. Cambios en el porcentaje de las células T CD45RO+ en sangre 
periférica de las becerras seguido de la vacunación subcutánea de BCG, CFPE y
grupo testigo. Cada punto representa el promedio ± Error estándar de 5 animales. 

* Diferencias significativas (p < 0.05). 

7. DISCUSIÓN 

El establecimiento de la respuesta inmune de tipo celular es esencial en la 

inmunidad protectora contra la TB, por lo que es deseable que las vacunas sean 

capaces de estimular y mantener este tipo de inmunidad, la cual, participan de 

manera relevante los linfocitos Thl específicos, productores de TNF-U, IFN-y e lL-

2. El IFN-y liberado por estas células actúa de manera paracrina sobre los 

macrófagos, aumentando sus propiedades fagociticas y bactericidas contra las 

micobactenas intracelulares, logrando su eliminación y con ello, el control del 

progreso de la enfermedad 24 

En la evaluación de vacunas contra la TB, la cuantificación y seguimiento de la 

producción de esta citocina (IFN-y), por las células T especificas, ha sido un 

parámetro relevante que nos permite determinar de forma parcial, el 

establecimiento de la inmunidad protectora 5 . De acuerdo a ello, los resultados 
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obtenidos en la cinética de evaluación del IFN-y en el presente estudio, señalan 

en promedio una mayor producción de ésta en los animales del grupo testigo a 

través del tiempo, al día 7 sus niveles fueron en aumento, el día 60 fue el de 

mayor producción (1.2883+1- 1.3832, p ^: 0.05), siendo mayor que los grupos 

experimentales (BCG y CFPE), infiriendo que el estudio se realizó bajo 

condiciones de campo, condiciones naturales (no controladas) y en una 

explotación donde se encontraba circulando la micobacteria (prevalencias del 5 % 

en nacencias y del 35 % en vacas en producción). No obstante, se observaron 

variaciones importantes, aunque no significativas en la producción de la citocina 

(IFN-y) en ambos grupos experimentales (BCG y CFPE), señalando igualmente la 

influencia que ejerce la exposición continúa a micobacterias atípicas ambientales 

en la respuesta inmune de los animales o las propias cepas de campo de M. bovi.s 

circulantes. A pesar de esta situación, la respuesta de producción de IFN-y en el 

grupo vacunado muestra ser específica hacia los antígenos de M. bovis tal como 

lo señala la producción en los cultivos de células estimulados con los antígenos 

del PPD bovino más que con los del PPD aviar. 

La producción de IFN-y ha sido utilizada como marcador de la respuesta inducida 

por la vacuna frente a la TB, de forma tal que el aumento de la eficacia de la 

vacuna está ligado al incremento de la producción específica de IFN-y; sin 

embargo estos criterios han sido establecidos bajo condiciones muy controladas y 

en países donde sus prevalencias son muy inferiores a las nuestras (menores al 

1%), y con un historial de no infección de M. bovis, de al menos 5 años atrás, 

observando con mayor claridad el efecto de la vacunación sin la presencia de las 

micobactenas ambientales y de la exposición continua a las micobacterias 

patógenas 44 . Otros autores ven el aumento de FN-y como un reflejo de la 

respuesta inflamatoria más que la protección inducida por la vacuna BCG en sí 

mismo 45. 

No ha sido clara la participación de la respuesta inmune humoral ó inmunidad 

mediada por anticuerpos (RIH ó IMA) en la protección contra la TB, ya que por un 

lado Ja micobacteria encuentra un nicho dentro del macrófago, donde los 
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anticuerpos circulantes se encuentran inaccesibles a la micobacteria, sin 

embargo, no se puede descartar la participación de los anticuerpos en la defensa 

contra la TB. La reevaluación de los aspectos relacionados con la protección IMA, 

frente a la infección por M. bovis y la búsqueda de nuevas alternativas parece 

interesante, teniendo en cuenta las nuevas evidencias del papel protector de los 

anticuerpos frente a otros microorganismos intracelulares y la reemergencia de la 

tuberculosis como un problema de salud, que constituye la primera causa de 

muerte asociada a enfermedades infecciosas en el mundo y para la que aún no 

existe un método de control efectivo. Un ejemplo relacionado con patógenos 

intracelulares reciente, es la vacuna de subunidades de polisacáridos de 

Sa/monella typhi donde la protección hacia este patógeno intracelular facultativo 

es mediada por anticuerpos . 

Los experimentos relacionados con la evaluación del papel protector de los Acs en 

la infección por M. tuberculosis son aislados y muestran resultados contradictorios. 

Por un lado algunos fueron alentadores como el de Vordermleir, que reportó en 

ratones deficitaos de Acs e infectados con M. tuberculosis, un número mayor de 

unidades formadoras de colonias (UFC) en sus bazos con respecto a los testigos 

no deficitarios de Acs mientras que otros experimentos no revelaban protección 

mediada por los Acs 

En nuestro estudio se mostró el incremento del nivel de anticuerpos 

preferentemente hacia el CFPE de M. bovis, siendo mayor entre los 15-30 días 

postvacunación, y teniendo la tendencia de disminuir a los 60-90 días. Este mayor 

nivel de anticuerpos ha sido reportado por otros investigadores en el cual el CFPE 

ha sido descrito como principal inductor de la inmunidad humoral 4 

Consideramos la gran importancia de los anticuerpos protectores dentro de los 

mecanismos de defensa frente a M. tuberculosis, estos varían dependiendo de la 

etapa en que se encuentre el proceso infeccioso. Inicialmente cuando la 

micobacteria llega a la superficie de mucosa, los Acs actuarían como elementos 

efectores, cobrando importancia los clásicos mecanismo de neutralización y 

opsonización, lo que conllevaría a la activación eficiente de la célula fagocítica y 

probablemente a la eliminación de la bacteria. Suponiendo que la infección lograra 
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establecerse, los Acs podrían tener importancia si tenemos en cuenta los nuevos 

conceptos de sus funciones: con un efecto regulador sobre la IMC, su interacción 

con este sistema y la habilidad de ellos para regular la respuesta de Acs y generar 

Acs antiidiotipos. La internalización del Ac a través del receptor Fc es esencial 

para el desarrollo de la inmunidad celular. La opsonización, además de aumentar 

la capacidad de presentación celular, la actividad lisosomal y la degradación 

intracelular del patógeno, también induce una rápida y elevada producción de IL-

12, que estimula una respuesta inmune rápida y preferencial hacia Thl. En la 

consolidación de esta respuesta también está implicada la inducción de los 

factores de transcripción STAT 2 y STAT 4, asociados con el desarrollo y la 

activación de los linfocitos Thl. La eficacia de los Acs depende en algunos casos 

de una IMC intacta, pero la interdependencia y la redundancia entre estos 

sistemas es un hecho, por lo que los Acs podrían potenciar la respuesta inmune 

celular que induce el mantenimiento de niveles serológicos de células T de 

memoria en individuos infectados por M. tuberculosis o en su caso con M. bovis. 

En resumen, para establecer el valor del papel que juega la IMA en la defensa 

frente a M. tuberculosis o M. bovis, se consideran aspectos experimentales 

generales in vivo e in vitro, pero el hecho de que algunos Acs hayan modificado el 

curso de la infección por M. bovis en favor del hospedero, sugiere otra opción 

interesante para el control de la tuberculosis 24 

El efecto de la vacunación en etapas tempranas sobre el sistema inmune en 

becerras recién nacidas no ha sido bien descrito. La protección conferida por la 

vacunación temprana es muy crítica por la gran diversidad y el número de 

patógenos potenciales dentro del entorno del becerro. El sistema inmune del 

recién nacido, se considera inmaduro y es incapaz de dar respuesta, comparado 

con vacas adultas con la estimulación antigénica. La inmadurez del sistema 

inmune de la ternera, puede comprometer la eficacia de los protocolos de 

vacunación en las nacencías y exacerbar la vulnerabilidad de la ternera a las 

enfermedades infecciosas 58. 59, 60. En el nacimiento, los órganos linfoides 

primarios y secundarios están poblados por células que se han desarrollado de 

manera independiente a la estimulación antigénica y el número de linfocitos B 
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circulantes se aproxima al 30 % de los hallados en los adultos. El recuento de 

linfocitos 6 llega a los niveles adultos hacia el día 20 de vida 31 

Con respecto a la inmunidad mediada por células, se argumenta que es deficiente 

en el nacimiento, tal como lo indica la menor cantidad de reacciones frente a las 

fitolectinas 62 Hacia la 2 semana de edad, los becerros alcanzan niveles de 

respuesta inmunitaria celular similares a los adultos. Observando que a temprana 

edad las becerras inmunológicamente se encuentran aptas para establecer 

programas de inmunización 60• Las células T son las primeras células involucradas 

en las infecciones de M. bovis en el ganado vacuno 33.63 , por lo que la respuesta 

inmune celular domina como principal respuesta en esta enfermedad . Todas las 

subpoblaciones de linfocitos T (T-r6, TCD4 y TCD8) se ven involucradas en la 

respuesta anti-micobacteriana en el ganado vacuno. 

La producción de citocinas como TNF-ci e IL-12 por células dendríticas (DC) o los 

macrófagos infectados con M. tuberculosis o M. bovis, contribuye al desarrollo de 

las células Thl 4,65.66 Por otra parte, la respuesta Th2 inducida por infección por 

M. bovis contrarresta Thl, suprimiendo CM¡ y aumentando la respuesta humoral 

primordialmente en la enfermedad en estados avanzados. La respuesta Th2 se 

caracteriza por la producción de citocinas como lL-4, 11-5 e lL-10. Estudios sobre 

la IMC en la TB han sugerido que el balance de la respuesta inmune ThlITh2 

determina la evolución y resultados de la enfermedad 4,67 

Por lo tanto el planteamiento de este trabajo radico en realizar un análisis 

comparativo de las diferentes subpoblaciones de linfocitos en los grupos de 

animales vacunados (BCG y CFPE) y el grupo testigo, determinando los 

marcadores de superficie para linfocitos T CD4+, CD8+, y, CD25+ (receptor de 

IL-2) y CD45RO+ (células de memoria). 

Las células T CD4+ son importantes para el establecimiento de una respuesta 

inmunitaria tipo Thl, caracterizada por la producción IFN-y, es considerada 

esencial como vía de activación de los macrófagos. En ganado vacuno infectado 

con M. bovis, la subpoblación TCD4+ parece dominar este tipo de células 

productoras de lEN-y responsable de activar la capacidad anti-micobactenana 68. 
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69, 70 En nuestro estudio se pudo observar que el nivel de CD4+ se incremento en 

el grupo vacunado con BCG a los 15 días postvacunación, con diferencias 

significativas (p<0.05), mostrando que hubo una respuesta proliferativa de esta 

población. Aunque la producción de FN-y al mismo tiempo no distinguió 

incremento, si aumento a 30 días postvacunación. Sin embargo este incremento, 

no fue comparable cuando los animales cursan por un proceso infeccioso a M. 

bovis, o en casos donde se vacuna con dosis mayores tanto medias o altas de 

BCG (10 ó 10 UFC respectivamente) Bajo condiciones normales el porcentaje 

de linfocitos CD4+ en becerras, oscila entre 20-25 % a través del tiempo (1-29 

semanas de edad). Estos valores fueron determinados durante 6 meses 

postnacimiento, donde se determino por medio de citometría de flujo el porcentaje 

y valores absolutos de 0D4+, CD8+, células y!6 y células NK 72 

Las células T 008+ tienen un papel importante en la resistencia a tuberculosis, ya 

que muestran un patrón de secreción de citocinas tipo TH1, la cual tiene una 

actividad antímicrobiana en macrófagos infectados y también tiene estas células 

un efecto citotóxico restringido por el complejo MHC clase 1 13 . La función de las 

células T CD8+, sugieren que esteriliza el granuloma, por la muerte de las células 

infectadas por micobacterias 74 , y su función primordial es delimitar el granuloma e 

impedir la diseminación bacteriana 75. 

Observaciones realizadas en bovinos con respecto a los cambios de esta 

población de linfocitos 008+ a través del tiempo bajo condiciones normales, es 

decir animales sanos desde la primera semana de nacimiento hasta las 30 

semana de edad, sus porcentajes están en un 10 Algunos experimentos han 

demostrado que esta subpoblación (CD8+), se ve incrementada bajo diferentes 

esquemas de vacunación, en donde habitualmente se empiean dosis altas (8 X108 

UFC de la BCG) 76, y en el cual reporta, que la relación de las poblaciones 

celulares en los terneros no vacunados y vacunados no influyo en los porcentajes 

celulares. Sin embargo, en animales infectados naturalmente, los linfocitos CD8+, 

se ven incrementados hasta un 25 % bajo el estimulo del PPD bovino 77 En el 

presente estudio se evaluó la proliferación celular de los linfocitos CD8+ en 
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animales vacunados con dosis reducidas de BCG (104 UFC), CFPE y así como el 

testigo, en donde se encontró diferencias estadísticamente significativas respecto 

al tiempo, para el grupo vacunado con BCG al día 15 y para el día 90 para el 

grupo vacunado con CFPE. 

Cuando se analiza la relación CD4+/CD8+ en el grupo vacunado con BCG se 

observo preferentemente una disminución ligera a los 7 días postvacunación y un 

leve incremento a los 15 días, y el mayor incrementó se mostró a los 30 días 

postvacunales Así mismo el grupo vacunado con el CFPE, mostró que entre los 

30-60 días fue mayor la relación CD4+/CD8+, comparada con el resto de los 

grupos. En estudios de vacunación con dosis mayores (108 UFC de BCG), en las 

primeras tres semanas no existe incrementó, no obstante a la sexta semana (45 

días) se observa claramente un mayor incremento de la relación CD4+/CD8+ 78• 

Estas diferencias entre lo reportado y nuestros resultados pueden ser debidas en 

principio a las altas dosis de vacunación empleadas por otros autores, 

comparativamente a lo que se desarrollo en este trabajo, ya que estas diferencias 

se encuentra entre 100-1000 veces dosis mayores, otra diferencias en este trabajo 

es que la micobactenas se encontraban presentes en el establo, ya que la 

prevalencia al inicio de la vacunación era del 35 %, las condiciones naturales las 

cuales exponen constantemente el sistema inmune de las becerras. El efecto de 

variaciones en las subpoblaciones CD4+/CD8+ no fue muy claro, ya que a través 

de la edad del becerro varia esta relación, por el simple efecto de la maduración 

del sistema inmune del animal, sin embargó no observamos estas variaciones ya 

que el grupo testigo su porcentaje de CD8+ se encontraba incrementado, y esto 

primordialmente por efecto del ambiente contaminado por micobacterias 

ambientales o en su caso por la presencia de M. bovis. 

Las células T, que presentan el marcador CD25, el cual es el receptor de lL-2, es 

una molécula que esta involucrada con la activación y función reguladora de los 

linfocitos 79, así como en la división y la proliferación de las células T de memoria 
80 En el ganado, se ha demostrado que las distintas subpoblaciones de células T 

poseen el marcador CD25 en respuesta al estimulo de antígenos de la 

micobactena SO La interacción antígeno/complejo MHC de las células T, 
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desencadena la expresión del receptor de lL-2. La interacción de IL-2 con el IL-

2R, conduce a la estimulación de un conjunto de señales complejas, dentro de los 

mecanismos traduccionales, resultando en la proliferación celular 81 Por lo tanto la 

expresión de IL-2R, es un indicador temprano de la activación celular, se ha 

demostrado la cuantificación del lL-2R bajo condiciones in vitro en PBMC, es un 

marcador eficaz de la IMC en becerros que han sido inmunizados con 

hemocianina de moluscos, han determinado que la lL-2 R se liberan 96 horas 

posteriores al estimulo antigénico 82 Se han determinado la composición 

fenotípica de PBMC en animales infectados experimentalmente, determinando la 

cinética del porcentaje de expresión de lL-2R+, durante 95 días postinfección, se 

encuentra que el porcentaje de expresión de lL-2R+ se incrementa 

significativamente a los 30 días postinfección En nuestro experimento los 

porcentajes de población celulares que expresan el IL-2R+ al inicio y a través del 

tiempo son demasiado elevados, ya que al principio se encuentra en los tres 

grupos en promedio en un 40 %, donde únicamente se muestra diferencias 

significativas en grupo con CFPE a los 30 días postvacunación. El gran aumento 

que existe de IL-2R+ que expresan los linfocitos T, al inicio y a través del 

experimento, muestra de manera indirecta el contacto constante de becerros al 

desafió aritigénico desde el momento del nacimiento, ya que esto lo establecemos 

por los niveles de prevalencia que se encuentran presentes en la explotación 

(35%). 

Se podría cuestionar en nuestro trabajo porque inician los grupos de estudio con 

niveles altos de CD25 y consecutivamente sus niveles van bajando en los grupos 

vacunados, tendremos que tomar en cuenta que nuestro estudio se realizo en 

condiciones de campo en donde se ven involucradas diferentes factores tanto 

ambientales, nutricionales y de manejo. 

En la relación CD25/yb se observo una activación mayor de estas poblaciones en 

los grupos vacunados (BCG y CFPE) con respecto al grupo testigo, el 

comportamiento fue muy similar a la relación con CD4+/CD8+. 
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Con respecto a las células T y15 se ha visto que poseen la capacidad de producir 

lEN-y 83 y sirven de enlace entre a inmunidad innata y la inmunidad adaptativa del 

sistema inmune 82. 84. 85, 86 Se ha demostrado que esta subpoblación se puede 

inducir con altas dosis de BCG (8 X106 UFC), incrementa sus valores promedio 

significativamente de un 8 % a 41 % en la 2 0 semana postvacunación 

conjuntamente con el IFN-y, gradualmente disminuyen hasta la 5 1 semana 76 

Observaciones similares han sido realizadas, sugiriendo el papel de esta células T 

en la respuesta inmune a infecciones micobacterianas 87 Algunos experimentos 

han ayudado para conocer los mecanismos y el reconocimiento antigénico por las 

células T'/ó, el reconocimiento antigénico rápido a infecciones micobacterianas es 

debido a que estas células y/6, reconoce antigenos sin ser procesados y antígenos 

no peptidicos que son presentados a través del MHC 88 Esto implica que a 

diferencia del CD4+ o linfocitos T CD8+, las células T yI& reconocen antígenos 

micobactenanos en forma directa, en ausencia de los mecanismos clásicos de 

presentación antigónica 89. 90. 91, 92 

En nuestro estudio se pudo observar que en los grupos vacunados los niveles del 

marcador y!6 en linfocitos T en un inicio, obtuvieron valores un poco más altos que 

os días consecutivos, sugiriendo una posible relación de esta subpoblación en la 

respuesta inmune en el reconocimiento de diversas proteínas antigénicas 

producidas por las micobactenas. Los resultados obtenidos en nuestro estudio no 

mostraron grandes cambios con respecto a esta subpoblación de linfocitos T y/lS, 

los niveles básales fueron entre 15-20 % al inicio del experimento. No se 

mostraron cambios significativos a través del tiempo. 

El antígeno leucocitario común CD45RO+ tiene como función modular la 

transducción de la señal de activación de los linfocitos T, su isoforma CD45RO+ 

se presenta en las subclases de memoria de los linfocitos T CD4+, T CD8+, 

células mononucleares que presentan WC1+, TCR y/6 y también en monocitos, 

granulocitos y en linfocitos B . Una característica clave de una respuesta inmune 

es el desarrollo de células T de memoria (CD45RO+), tras la activación por el 

antígeno una población de células T antígeno-especificas se activan. Por lo que 
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subsecuentemente cuando tiene un segundo contacto con este antígeno su 

cinética se incrementa rápidamente, así se ha demostrado en modelos de ratón y 

en humanos 94 . En bovinos son pocos los estudios acerca de este tipo de células 

CD45RO+, especialmente a lo que se refiere en la TB. En nuestro estudio en 

becerras se obtuvo una respuesta para este marcador pero su duración fue muy 

corta con respecto al tiempo, ya que entre los 15 y 30 días se obtuvieron valores 

M 55 % y posteriormente (60 y 90 días) fueron bajando notablemente a un 10 % 

en todos los grupos. Con esta población de linfocitos T CD45RO+, observamos 

que su mayor presencia se encuentra postvacunación, sin embargó a tiempos 

posteriores, disminuye considerablemente, esto posiblemente podría ser 

considerando la dosis vacuna¡ (10 UFC), la cual ha sido poco utilizada en 

modelos experimentales, pero para establecer que porcentaje de las células 

CD45RO+ son linfocitos T CD4+ o T CD8+ de memoria, seria necesario realizar 

una doble marcación. Otra situación posible es considerando que después que se 

evoco una respuesta primaria (21-30 días), la población CD45RO+ migro al 

sistema linfático, disminuyendo abruptamente sus valores en sangre periférica. 

S. CONCLUSIÓN 

• La producción del IFN-y por la vacunación (BCG y CFPE), fue 

evidente únicamente entre los 30 y 60 días. 

• La vacunación influyo en la expresión de las diferentes 

subpoblaciones de linfocitos. 

• La presencia de micobacterias ambientales y micobacterias 

patógenas influyo en el establecimiento de la respuesta inmune. 

• La relación CD4+/CD8+ fue mayor a los 30 días en CFPE y BCG. 

• La relación CD25I'y3 fue mayor en el grupo vacunado con CFPE al 

día 30 y con BCG fue al día 60. 
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. Para la evaluación de los linfocitos CD25 y -(18 fue determinante la 

presencia de micobacterias ambientales y micobacterias patógenas, 

ya que no hubo un aumentó significativo. 

• El BCG y el CFPE fueron inmunogénicos no dañinos. 
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