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RESUMEN

La tuberculosis bovina (bTB) es una enfermedad causada por Mycobacterium
bovis que afecta al ganado generando enormes pérdidas en la industria pecuaria
en Chile y el mundo. La inmunizacién de los animales contra la enfermedad no
esta permitida debido a que vacunas vivas atenuadas han demostrado una baja
proteccion e interfieren con el diagndéstico de la tuberculina. Debido a esto, el
control de bTB se basa fundamentalmente en diagnosticar a los animales con la
prueba de tuberculinay la posterior eliminacién de los individuos contagiados. No
obstante, estas medidas han demostrado ser insuficientes en controlar y
erradicar la enfermedad por lo que se requiere de una vacuna efectiva que proteja
al ganado y que no interfiera con el diagndstico. En este trabajo se propuso
desarrollar y caracterizar una vacuna de subunidades recombinante contra M.
bovis, con capacidad de inducir una respuesta inmune protectora en bovinos, y
gue no interfiera con la prueba de tuberculina. Para esto se disefaron las
moléculas quiméricas qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT conformada cada una por
dos antigenos de la bacteria AcR-Rv2660c y Ag85b-ESAT6, respectivamente, y
se produjeron por via recombinante de forma insoluble en E.coli. Con las
guimeras insolubles se prepararon tres formulaciones vacunales para inmunizar
caprinos y bovinos. Dos de las formulaciones incluyeron un adyuvante molecular
para potenciar la respuesta inducida por los antigenos (DIVA, DIVA IFNa y DIVA
TNFa). Ademas, en terneros se incluyé un grupo experimental al que se le
administré la vacuna BCG. A partir de los ensayos de inmunizacion se caracterizo
la respuesta inmune humoral y celular inducida por la vacunacién de ambas
especies animales, y se evalud la interferencia de las distintas formulaciones con
la prueba de tuberculina. Luego, los terneros se retaron por via intranodal con
una cepa atenuada de M. Bovis BCG Danish 1331 y se evalud la capacidad
protectora de las formulaciones vacunales. Los resultados obtenidos
demostraron que todas las formulaciones DIVA indujeron respuesta de

anticuerpos tanto en caprinos como en bovinos, sin embargo, la DIVA IFNa indujo
Xii



los mayores titulos de anticuerpos en terneros. Tanto en cabras como en terneros
se observd que la quimera que indujo los mayores titulos de anticuerpos fue
gTbA-16MRA. En los terneros esta respuesta fue significativamente superior. Por
otra parte, se obtuvo que la estimulacion conjunta de las células con los antigenos
quiméricos indujo una respuesta de linfocitos T de memoria CD4*CD44* y
CD8*CD44". Al contrastar la respuesta inducida en los diferentes grupos contra
el placebo, se evidencié que los terneros inmunizados con BCG y DIVA IFNa
exhibieron porcentajes de CD4*CD44* estadisticamente mayores. Todos los
grupos inmunizados obtuvieron concentraciones significativas de IFNy, donde los
animales que recibieron la vacuna BCG y DIVA IFNa fueron quienes alcanzaron
los valores mas altos. Se encontraron diferencias estadisticas entre BCG y el
resto de los grupos inmunizados, siendo muy superior la produccion de TNFa en
los animales vacunados con BCG (p < 0.001). Por otro lado, los grupos BCG y
DIVA IFNa fueron los unicos que mostraron concentraciones de IL-17A
significativas. También, se detectaron diferencias estadisticas entre los terneros
vacunados con BCG y DIVA IFNa (p < 0.05). Los resultados de interferencia
mostraron que en los grupos DIVA y DIVA IFNa todos los animales fueron
negativos al diagnostico y que del grupo DIVA TNFa uno de los cinco terneros
fue reaccionante al bPPD de la tuberculina. Los resultados de proteccion
mostraron que el nimero de copias del gen MPB70 obtenido tanto en el grupo
de terneros vacunados con BCG como los que fueron inmunizados con DIVA
IFNa mostraron diferencias estadisticamente significativas (p< 0.001)en
comparacién con el grupo placebo. A partir de este trabajo se concluyé que la
inmunizacion de los animales con los antigenos quiméricos qTbA-16MRA y
gTbA-85ESAT genera altos titulos de anticuerpos IgG, inducidos principalmente
por la quimera qTbA-16MRA. La vacunacion con los antigenos permite inducir
respuesta celular de memoria mediada por linfocitos T CD4*CD44" y respuesta
celular Th1. Por otra parte, la incorporacién de IFNa en la formulaciéon vacunal
basada en los antigenos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT potencia la respuesta
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celular producida por estos debido a que induce una respuesta Th1l7. Ademas,
de forma preliminar, se demostré que la vacunacion con los antigenos quiméricos
no induciria una respuesta cruzada contra la prueba de la tuberculina. Por tltimo,
los antigenos quiméricos por si solos no inducen proteccion frente a un reto con
la cepa atenuada de M. bovis BCG Danish 133, no obstante, la incorporacion de

IFNa en la formulacién con las quimeras otorga proteccion en los terneros.
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ABSTRACT

Bovine tuberculosis (bTB) is a disease caused by Mycobacterium bovis that
affects cattle, generating enormous losses in the livestock industry in Chile and
the world. Immunization of animals against the disease is not allowed because
live attenuated vaccines have shown low protection and interfere with tuberculin
diagnosis. Because of this, bTB control relies primarily on diagnosing animals with
the tuberculin test and subsequent culling of infected individuals. However, these
measures have proven to be insufficient to control and eradicate the disease, so
an effective vaccine that protects cattle and does not interfere with diagnosis is
required. In this work we proposed to develop and characterize a recombinant
subunit vaccine against M. bovis, with the capacity to induce a protective immune
response in cattle, and that does not interfere with the tuberculin test. For this
purpose, the chimeric molecules qTbA-16MRA and gTbA-85ESAT, each one
conformed by two antigens of the bacterium AcR-Rv2660c and Ag85b-ESATS6,
respectively, were designed and produced by the recombinant route in an
insoluble form in E.coli. Three vaccine formulations were prepared with the
insoluble chimeras to immunize goats and cattle. Two of the formulations included
a molecular adjuvant to enhance the antigen-induced response (DIVA, DIVA IFNa
and DIVA TNFa). In addition, an experimental group was included in calves that
were administered BCG vaccine. From the immunization assays, the humoral and
cellular immune response induced by vaccination of both animal species was
characterized, and the interference of the different formulations with the tuberculin
test was evaluated. Then, calves were challenged intranodally with an attenuated
strain of M. Bovis BCG Danish 1331 and the protective capacity of the vaccine
formulations was evaluated. The results obtained showed that all DIVA
formulations induced antibody response in both goats and cattle, however, DIVA
IFNa induced the highest antibody titers in calves. In both goats and calves, it was
observed that the chimera that induced the highest antibody titers was qTbA-

16MRA. In calves this response was significantly higher. On the other hand, it was
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obtained that the joint stimulation of the cells with the chimeric antigens induced
a response of CD4+CD44+ and CD8+CD44+ memory T lymphocytes. When
contrasting the response induced in the different groups against placebo, it was
evident that calves immunized with BCG and DIVA IFNa exhibited statistically
higher CD4+CD44+ percentages. All immunized groups obtained significant IFNy
concentrations, where animals receiving BCG and DIVA IFNa vaccine achieved
the highest values. Statistical differences were found between BCG and the rest
of the immunized groups, with TNFa production being much higher in animals
vaccinated with BCG (p < 0.001). On the other hand, the BCG and DIVA IFNa
groups were the only ones that showed significant IL-17A concentrations. Also,
statistical differences were detected between calves vaccinated with BCG and
DIVA IFNa (p < 0.05). Interference results showed that in the DIVA and DIVA
IFNa groups all animals were negative at diagnosis and that of the DIVA TNFa
group one of the five calves was reactive to tuberculin bPPD. The protection
results showed that the MPB70 gene copy number obtained in both the BCG
vaccinated calf group and those immunized with DIVA IFNa showed statistically
significant differences (p< 0.001)compared to the placebo group. From this work
it was concluded that immunization of animals with the chimeric qTbA-16MRA
and gTbA-85ESAT antigens generates high 1gG antibody titers, mainly induced
by the qTbA-16MRA chimera. Vaccination with the antigens induces a memory
cell response mediated by CD4+CD44+ T lymphocytes and a Thl cell response.
On the other hand, the incorporation of IFNa in the vaccine formulation based on
gTbA-16MRA and gTbA-85ESAT antigens potentiates the cellular response
produced by these antigens because it induces a Th1l7 response. In addition,
preliminarily, it was shown that vaccination with the chimeric antigens would not
induce a cross-response against the tuberculin test. Finally, the chimeric antigens
alone do not induce protection against a challenge with the attenuated M. bovis
BCG Danish 133 strain, however, the incorporation of IFNa in the formulation with
the chimeras confers protection in calves.
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1 INTRODUCCION
1.1 Aspectos generales de la Tuberculosis bovina

1.1.1 Antecedentes Historicos

La tuberculosis bovina (bTB) corresponde a una enfermedad zoonética de
caracter cronico, la cual se encuentra en la lista de enfermedades de denuncia
obligatoria de la Oficina internacional de epizootias u OIE. La bTB genera severos
problemas en la salud animal y humana, siendo su principal agente causal el
Mycobacterium bovis (M. bovis) (1). Esta patologia fue descrita por primera vez
en 1898 por Robert Koch, quien sugirié que tanto la tuberculosis humana (hTB)
como la tuberculosis bovina eran causadas por el mismo agente etioldgico. Sin
embargo, afios mas tarde el cientifico Theobald Smith logré aislar a M. bovis,
demostrando que las caracteristicas morfologicas y de virulencia de esta bacteria
diferian de Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) causante de la hTB (2).
Ademas, las investigaciones realizadas por Smith comprobaron que M. bovis no
solo podia infectar a especies como los cerdos, caprinos u ovinos, entre otras,
sino que también a la especie humana (3). Es asi como se determiné que los
humanos podian contagiarse con esta bacteria principalmente a través del
consumo de productos lacteos no pasteurizados provenientes de animales
enfermos con bTB, representando cerca del 20-40% de los casos de tuberculosis
humana causada por M. bovis. Debido a esto, las primeras medidas que se
implementaron para el control de esta enfermedad fueron la pasteurizacion de
los derivados lacteos y el diagnostico in vivo de la enfermedad mediante la prueba
de tuberculina, que consiste en un preparado proteico (PPD) de M. bovis el cual
genera una reaccion inflamatoria en el sitio de inoculacién (4,5). Afios mas tarde,
se desarrolld6 una vacuna viva atenuada de M. bovis conocida como Bacillo
Calmette- Guerin (BCG), la cual fue evaluada primeramente en animales vy
posteriormente en humanos, utilizandose hasta el dia de hoy dentro del plan de

vacunacioén obligatorio en muchos paises del mundo como medida preventiva



frente al contagio con tuberculosis humana. No obstante, en bovinos no se utiliza
BCG principalmente debido a que interfiere con el diagndstico in vivo de la

enfermedad realizado a través de la prueba de tuberculina (6).

1.1.2 Distribucion mundial y datos Epidemioldgicos

La tuberculosis bovina ha sido reportada en 82 paises del mundo, algunos de
ellos pertenecientes a la Union Europea (Inglaterra, Irlanda, Italia, Francia,
Espafia), otros al continente africano (Tanzania, Etiopia, Kenia), continente
asiatico (India), paises del Medio Oriente, Norteamérica (México, Estados Unidos
y Canada) y de Latinoamérica (Brasil, Argentina, Panam4, Chile) entre otros (7).
A nivel mundial se estima que la prevalencia de bTB es de aproximadamente el
9%, donde paises no desarrollados (principalmente africanos y asiaticos)
presentan la enfermedad de forma endémica, liderando con los mayores indices
de prevalencia en sus rebafios bovinos con porcentajes cercanos al 3% (8).
Paises desarrollados tales como Australia, Dinamarca y Suiza entre muchos
otros, han logrado eliminar la enfermedad de su territorio gracias a la
implementacion de programas de control y erradicacion. Sin embargo, si bien en
otros paises desarrollados como EE.UU, Canada e Inglaterra han logrado
erradicar la bTB en gran parte de su territorio, la enfermedad contindia presente
de forma endémica en ciertas regiones. La mayor dificultad que deben enfrentar
en estos paises es el control de M. bovis en animales silvestres, en los cuales la
bacteria es altamente prevalente y remarca un continuo riesgo de contagio para
los animales domésticos. Dentro de las especies silvestres en las que se hospeda
la bacteria se encuentran el bisonte en Inglaterra, alce y bisonte americano en
Canada y el venado de cola blanca en EE.UU, entre otras (9). En EE.UU se
estima que la prevalencia aparente de bTB en el ganado ha disminuido
considerablemente desde un 5% durante los afios 90" hasta 0.006% en la
actualidad (10,11). En paises de la Unién Europea declarados oficialmente libres



de bTB en el afio 2017 se report6 que la prevalencia anual de tuberculosis bovina
en el ganado fue de 0.011% (11).

En Chile, la bTB se encuentra a lo largo de todo el territorio nacional donde
existen zonas de presentacion esporadica de la enfermedad, dentro de las que
se encuentran las regiones del norte de Chile desde Tarapaca hasta Coquimbo
y algunas provincias de la zona sur como Chiloé y Palena (Region de los Lagos)
y las regiones de Aysén y Magallanes. Igualmente existen zonas donde la bTB
tiene una presentacién endémica, que abarcan desde la region de Valparaiso
hasta la del Biobio, y desde la Araucania a Los Lagos. En Chile se estima que la
incidencia nacional de bTB es del 0.46% y que desde la regidn del Biobio hacia
el norte del pais existe un mayor porcentaje de predios infectados, cercano al
20% del total de predios testeados en esta zona geogréfica. No obstante, desde
el Biobio hacia el sur, alrededor del 5% del total de predios testeados en estas
regiones son positivos a la enfermedad segun un estudio realizado por el Servicio
Agricola y Ganadero (SAG) (12).

A nivel mundial se han reportado diversos casos de tuberculosis humana
generada por M. bovis, representando cerca del 3% de los casos de hTB segun
la Organizacion mundial de la salud (OMS). La hTB causada por M. bovis esta
subdiagnosticada debido a que la signologia clinica generada en pacientes
contagiados con esta bacteria y con M. tuberculosis (principal agente causal de
tuberculosis humana) es indistinguible y en muchos casos no se cuenta con las
técnicas de laboratorio necesarias para realizar la diferenciacion entre ambos
patégenos. Estudios realizados en la Unién Europea han determinado que la
tuberculosis humana causada por M. bovis representa alrededor del 0.4%. Sin
embargo, en paises no desarrollados como Tanzania se ha estimado que la
incidencia de tuberculosis zoonética generada por M.bovis responde a cerca del
16%, demostrando que continda siendo un importante problema de salud publica

a nivel mundial (3).



1.1.3 Costos Econémicos Asociados a Tuberculosis bovina

La tuberculosis bovina es una de las enfermedades del ganado bovino que
genera mayores costos econdémicos a la industria pecuaria lechera y de carne de
Chile y el mundo. Estos costos son variados dependiendo del pais en estudio, lo
cual va de acuerdo con su situacion epidemioldgica, sistemas productivos,
estrategias empleadas en el control de enfermedad, entre otros. Sin embargo, se
ha logrado estimar que globalmente esta patologia generaria costos de alrededor
de los 3000 millones USD/afio (8,13). En general los costos que genera la
presencia de bTB en un determinado pais se traduce en pérdidas econémicas
directas e indirectas, es decir, en aquellas relacionadas directamente al impacto
gue genera la bTB sobre los sistemas productivos y aquellas asociadas a las
diversas estrategias implementadas en el control y erradicacion de la enfermedad
(14). Las pérdidas directas se estiman de acuerdo con diversos parametros
productivos y reproductivos de aquellos animales que pertenecen a predios
positivos a la enfermedad. Es por ello por lo que diversos estudios han
demostrado que la presencia de bTB repercute fuertemente en la produccién
lechera durante los dias de lactancia de las hembras, las cuales producen entre
100 y 300 litros menos de leche que aquellos animales no infectados (15,16). Se
ha determinado también que hembras con bTB presentan mayor predisposicion
a desarrollar cuadros de mastitis, representando un 1% de la poblacion. Ademas,
se ha comprobado que la enfermedad genera una reduccion en el tiempo de vida
productiva de animales enfermos, afectando de igual manera la productividad

econdmica del predio (14).

Las pérdidas indirectas corresponden a otro costo econdmico importante
asociado a la presencia de bTB. Estas derivan de los programas de control y
erradicacion que se han puesto en practica en la mayoria de los paises que han
reportado tener la enfermedad. El objetivo de estos programas es reducir la

prevalencia e incidencia de bTB y la erradicacion de esta, es asi como las



entidades gubernamentales de cada pais han debido invertir un gran capital para
la ejecucion de multiples medidas sanitarias (10). Dentro de estas medidas se
encuentran la utilizacion de pruebas diagnosticas como la prueba de tuberculina
para realizar la deteccién de animales positivos en los mismos predios (con un
precio estimado de 7 USD/animal testeado), analisis de laboratorio como pruebas
confirmatorias del diagnéstico de campo tales como ensayos de liberacion de
Interferon gamma (IGRA) (aproximadamente 40 USD/muestra), ensayos de
inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA) e Histopatologia entre otros (17). Por
otro lado, los programas contemplan la completa o parcial eliminacion de los
animales infectados a través de su beneficio en mataderos certificados. Esta
eliminacion parcial o total de los animales enfermos no solo genera pérdidas
econOmicas para los productores sino también para el estado, el cual entrega
incentivos monetarios a los productores por cada animal. El precio que ofrecen
los gobiernos como pago por animal eliminado se ajusta al precio de mercado de
acuerdo con el grado de lesiones que presenten los respectivos animales
beneficiados. Por ejemplo, en Francia el estado indemniza a los agricultores con
aproximadamente 2200 € por animal beneficiado (2400 USD) y en EE.UU
alrededor de 600 USD (10,17).

Si bien las principales pérdidas econdémicas se generan en la industria lechera,
también la industria de la carne se ve afectada a causa de la enfermedad. Estas
mermas se deben principalmente a la disminucién en la produccién de carne
estimada en un 15%, y a los decomisos de canales y visceras para consumo
humano en plantas faenadoras. Otro costo econdémico no menor en torno a la
bTB son las pérdidas econdmicas por la restriccion al comercio internacional de
subproductos céarnicos y lacteos hacia paises libres con normas sanitarias

exigentes y que prohiben el ingreso de esos derivados (18,19) .

En Chile las pérdidas econdmicas estimadas en torno a la bTB se basan en los
mismos parametros analizados a nivel mundial. Las principales mermas en la
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industria lechera son aquellas relacionadas a las tasas productivas y
reproductivas tales como la disminucion en la produccién de leche (en torno al
10%) y la disminucion en las tasas de fertilidad respectivamente, y en la industria
de la carne derivan de los decomisos en las plantas faenadoras. En nuestro pais
el comercio internacional de subproductos lacteos y carne también se encuentra
limitado debido al no tener el estatus de pais libre de tuberculosis bovina, lo cual
repercute fuertemente en la economia nacional. Por ultimo, en Chile desde el
2011 se puso en marcha un programa de control y erradicacién de bTB liderado
por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG), la cual es la entidad gubernamental
reguladora y ejecutora de este programa. Esta institucion es quien asume los
costos de la implementacion del programa contra bTB, destacando
principalmente aquellos asociados al pago de indemnizaciones a los agricultores

por animal sacrificado (14,18).

1.2 Agente Etioldgico de la Tuberculosis bovina

1.2.1 Clasificacion Taxonémica

La bTB es causada por la bacteria Mycobacterium bovis perteneciente a la orden
Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae y al género Mycobacterium. Dentro
del género Mycobacterium se han identificado mas de 120 especies distintas de
bacterias, muchas de las cuales han sido clasificadas dentro del grupo de
micobacterias del complejo tuberculoso (MTC). Las micobacterias pertenecientes
al MTC comparten secuencias 16S rARN genéticamente idénticas y un 99.9% de
identidad nucleotidica en sus genomas (20,21). La clasificacion de las bacterias
pertenecientes al MTC tiene relacidén con su capacidad de generar un cuadro de
tuberculosis caracterizado por lesiones granulomatosas principalmente
asociadas al sistema respiratorio en su hospedador. M. bovis es uno de los
miembros mas caracteristicos del MTC junto a M. tuberculosis (principal agente
causal de la tuberculosis humana), M. canettii (cepa mas antigua del complejo

tuberculoso), M. africanum (responsable de la tuberculosis humana en Africa), M.



pinnipedi (afecta a especies como las focas), M. microti (afecta principalmente a
roedores), M. caprae (cepa responsable de la tuberculosis en cabras y otros
mamiferos), M. mungi (aislada desde las mangostas), M. suricattae (afecta las

especies suricatas) y M. orygis (aisaldo desde antilopes) (19,22).

1.2.2 Genoma de Mycobacterium bovis

De las bacterias pertenecientes al complejo tuberculoso, M. bovis y M.
tuberculosis son las especies que presentan mayor homologia genémica entre
si, superior al 99.95%, en relacién con sus genes compartidos (23). Si bien el
genoma de M. bovis no posee genes unicos en comparacion con M. tuberculosis,
caracteristicas como la virulencia, fisiologia y tropismo por el hospedador son el
resultado de una expresion génica diferencial, donde solo el 6% de los
transcriptomas son diferencialmente expresados entre ambas bacterias. Dentro
de estos genes destacan aquellos asociados a componentes de la pared celular,
proteinas hipotéticas y metabolismo de la bacteria (22,24). Durante mucho
tiempo se pensd que M. tuberculosis habia evolucionado a partir de M. bovis
como un mecanismo de adaptacion de la bacteria para infectar al ser humano,
sin embargo, gracias a diferentes estudios del genoma de ambas bacterias se ha
podido descubrir que el genoma de M. bovis es mas pequefio y ha sufrido la
eliminacion de diversos genes durante su proceso evolutivo, comprobando que
M. tuberculosis y M. bovis provienen de un ancestro en comun (24,25).
Mycobacterium bovis Calmette-Guérin, actualmente utilizada en el control de la
tuberculosis humana surgié a partir de la atenuacion de la cepa original de M.
bovis mediante pasos seriados en cultivo de papa con bilis de buey y glicerol
durante varios afios. Esta atenuacion esta basada en la eliminacién de tres
regiones de diferencia (RD) en M. bovis Calmette-Guérin (RD1, RD2 y RD3),
ademas de la presencia de mutaciones en el gen phoT y de polimorfismos de
nucleotido unico (SNPs) que también contribuyeron a la pérdida de virulencia de

la cepa (25).



En un estudio donde se analizdé la secuencia gendmica de la cepa de M.
bovis AF2122/97, se determind que el tamafio del genoma es de 4,345,492 bp,
el cual esta organizado en un cromosoma circular con un contenido promedio de
bases de guanina y citosina (G + C) del 65.63% (25). El genoma de M. bovis
contiene un total de 3.952 genes que codifican para distintas proteinas, un
profago y 42 secuencias de insercion (IS). Entre M. bovis y M. tuberculosis se
identificaron aproximadamente 2500 SNPs, los cuales son responsables de
distintas caracteristicas de M. bovis, como por ejemplo de su resistencia a la
pirazinamida debido a una mutacion en su gen pncA. Ademas, comparaciones
de regiones codificantes (CDs) entre el genoma de M. bovis y de M. tuberculosis

demostraron la estrecha relacion filogenética que existe entre ambas bacterias.

1.2.3 Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de M. bovis

Mycobacterium bovis es una bacteria intracelular facultativa con capacidad de
crecer en medios de cultivo in vitro. Su forma es bacilar con un tamafio que varia
entre 1-4 um de largo, es inmovil y no forma esporas (26). M. bovis posee una
pared celular compleja propia del género Mycobacterium, la cual protege a la
bacteria manteniendo su estructura interna y también confiriéndole propiedades
especificas para la resistencia frente a antibiéticos e impermeabilidad a diferentes
agentes quimicos. Esta pared posee una capa externa compuesta de acidos
micdlicos, glicolipidos (Ej: lipoarabinomanano (Man-LAM) y lipomanano (LM)) y
manoglicoproteina, y de una membrana interna de peptidoglicano, la cual se
encuentra unida covalentemente a una capa de arabinogalactano y manosidos
fosfolidil-mioinositol (PIM) (27). El principal componente de la pared celular
corresponde a acidos micdlicos, los que cumplen la funcién de proteger a la
bacteria de la degradacién mediada por lisozimas. Los acidos micoélicos de la
pared representan alrededor del 50% del peso de la bacteria. El Man-LAM, LM y
PIM presentan un dominio asilo-fosfatidil-mio-inositol (MPI) conservado, cuya

funcién es anclar estas estructuras de la pared a la membrana plasmatica de la



bacteria. EI LAM corresponde al glicolipido mas abundante de la pared y cumple
la funcion de ser un relevante factor de virulencia de la bacteria. Por otro lado, el
LM puede o no tener una cobertura de fosfo-mio-inositol, lo cual influye en sus
caracteristicas inmunoestimulantes. Por su parte, los residuos de manosa
presentes en el PIM de la pared bacteriana son reconocidos por receptores de
las células presentadoras de antigeno (APC) mediando el proceso de fagocitosis
de la micobacteria. Las manoglicoproteinas de la superficie celular pueden
también ser secretadas durante la fase de crecimiento de la bacteria, siendo un

importante factor de virulencia (27-29).

M. bovis tiene la caracteristica de ser una bacteria acido alcohol-resistente,
permitiendo que la bacteria puede ser tefiida utilizando fluorocromos acidos
(auramina-rodamina) o tincion de Zhiel-Nielsen. Ambas tinciones reaccionan con
el acido micdlico de la superficie bacteriana permitiendo su posterior visualizacion

al microscopio (29,30).

En condiciones experimentales, se ha demostrado que la bacteria puede
comportarse como un microrganismo aerobio estricto (no crece en ausencia de
oxigeno) y también microaerdfilo, es decir, puede crecer y sobrevivir en medios
con bajo porcentaje de oxigeno (5-10%). Su temperatura 6ptima de crecimiento
es de 37°C, se multiplica cada 20 horas, y su crecimiento es lento, por lo que, se
cultiva durante al menos 3-4 semanas (31). Las colonias de M. bovis cultivadas
en medios sélidos se caracterizan por ser disgbnicas, vale decir, brillantes no
cromogeénicas, de superficie lisa y bordes definidos. Esta bacteria posee un mejor
crecimiento en medios enriquecidos tales como medio de “Stonebrink” vy
‘Lowenstein — Jensen”, los cuales estan elaborados en base a huevo y
enriquecidos con piruvato, medio “Middlebrook 7H10” y “7H11” hechos en base

a agar y enriquecidos con suero o sangre (26).

Algunas caracteristicas bioquimicas propias de M. bovis permiten diferenciarla

de otras micobacterias pertenecientes al complejo tuberculoso. Dentro de ellas
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estd su propiedad niacina negativa basada en la baja produccion de esta
molécula en el medio de cultivo, en contraste con M. tuberculosis que lo produce
en exceso pudiendo ser detectado en el medio. Asimismo, M. bovis es catalasa
negativa debido a que produce catalasas termolabiles capaces de reducir el
peréxido, sin embargo, pierden actividad a temperaturas de 68°C. Otra
caracteristica importante es que este microrganismo es considerado nitrato
negativo, debido a que no produce la enzima nitrato reductasa capaz de reducir
el nitrato a nitrégeno o nitritos (32).

En relacién con la resistencia de M. bovis a diferentes agentes antimicrobianos,
se ha descrito que su crecimiento es inhibido con hidracida del acido tiofeno-2-

carboxilico (TCH), no obstante, es resistente natural a la pirazamida (33).

1.3 Transmision de la Tuberculosis bovina

El Mycobacterium bovis corresponde al miembro del MTC que posee el mas
amplio rango de hospedadores. Esta caracteristica es un factor determinante en
la diseminacion de la enfermedad y, por lo tanto, también es en gran medida
responsable de dificultar el control de bTB. Es asi como a pesar de que la especie
bovina es el hospedador original y principal de la bacteria donde la patologia
puede desarrollarse de forma progresiva y posteriormente diseminarse, también
se han identificado a la cabra, bufalo, y al ser humano como hospedadores aptos
para adquirir la bacteria y en generar el cuadro clinico caracteristico de la bTB.
Ademas, existen otros animales susceptibles al microrganismo, los cuales se
comportan como reservorios naturales de M. bovis y representan una constante
amenaza de infeccién. Dentro de ellos encontramos especies domésticas tales
como cerdos, caballos, ovejas, gatos y perros, y animales silvestres como cerdos

salvajes, ciervos, bisontes, alces y venados, entre otros (34).

La transmisién de la bTB en animales puede ser de forma directa o indirecta. La
directa corresponde a la forma de transmision mas efectiva y se refiere al

contagio con M. bovis a traves del contacto directo entre animales enfermos y
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sanos. Por el contrario, la indirecta tiene relacion al contagio con M. bovis
derivado de la exposicion al microorganismo viable en un ambiente o fomite
contaminado. La transmision indirecta de bTB es muy habitual, representando un
alto riesgo de diseminacion del agente entre el ganado y los animales
susceptibles en general (35). Se ha descrito en distintos estudios que la
transmision directa de la enfermedad se ve favorecida en rebafios de produccion
intensiva, donde existe un mayor grado de confinamiento de los animales, en
otras palabras, existe una mayor densidad animal (N° de animales/metro?). Por
ende, implica un mayor contacto entre animales (roce de nariz-nariz, contacto
con secreciones, entre otros), permitiendo el contagio directo con el patégeno.
Esto dltimo se basa principalmente en que se ha determinado que la distancia
necesaria entre individuos para que se transmita la enfermedad es de
aproximadamente 1 a 2 metros (36). En condiciones naturales, la via respiratoria
es la principal ruta de contagio en bovinos y en las demas especies susceptibles.
Esta forma de contagio se genera por la inhalacion de particulas conocidas como
aerosoles, las que se encuentran suspendidas en el ambiente y pueden contener
desde 1 a cientos de bacilos. De esta manera, el microrganismo puede sobrevivir
durante un largo periodo de tiempo bajo condiciones céalidas y humedas (36). La
transmision oral también es una ruta de infeccibn comun en animales y ocurre a

través de la ingesta de aerosoles, agua o alimentos contaminados (37).

Se ha descrito que la ruta de ingreso de la bacteria determina la gravedad, el
lugar y el grado de las lesiones caracteristicas de la enfermedad. Debido a esto
ultimo, es que la via aerégena ha sido asociada a las lesiones mas severas de la
patologia, comprometiendo principalmente al pulmén y linfonodos adyacentes
(9). Animales con estas infecciones avanzadas tienden a ser una gran amenaza
de contagio, pues son capaces de eliminar mayor carga bacteriana al ambiente.
En contraste, animales infectados con M. bovis a través del consumo de forraje

o pasto contaminado (via de transmisién oral o digestiva) no siempre desarrollan
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lesiones graves, sin embargo, también revisten riesgo de eliminar la bacteria
hacia el medio ambiente. Debido a que la mayoria de los animales contagiados
con bTB no exhiben signos clinicos evidentes de la enfermedad, sino que
transitan con presentacion subclinica, estos individuos son una de las principales
fuentes de infeccion ya que diseminan de forma silenciosa la enfermedad entre
el ganado(38). La excrecion de la bacteria hacia el ambiente puede ocurrir desde
el momento en que comienzan a aparecer las lesiones en los animales
infectados. Las vias de eliminacién de M. bovis pueden ser cualquier orificio
natural del organismo, ya sea boca, nariz, pezén, ano, vagina o pene. De acuerdo
con esto mismo, M. bovis puede ser aislada en todos los fluidos y secreciones
asociadas a aberturas naturales, tales como esputo, secrecion nasal, leche,
heces, orina y semen. Cada uno de estos corresponden a importantes fuentes
de infeccién para otros animales (11,39). Existen otras vias de contagio en
animales, tales como la transmision congénita (durante la gestacion), cutanea
(entrada a través de heridas) y genital, no obstante, estas formas son menos
frecuentes que la respiratoria o digestiva (40). Al mismo tiempo, se han descrito
factores como el tipo de sistema productivo empleado, el movimiento de animales
de un predio a otro, hacinamiento de animales, entre otros, los cuales estarian

asociados en permitir el ingreso y la mantencion bTB en el ganado (41).

El contagio de M. bovis hacia el ser humano también puede ocurrir de forma
directa o indirecta, existiendo un mayor riesgo de infeccion en zonas donde la
enfermedad es endémica. La transmision directa de bTB acontece principalmente
en personas que viven en condiciones que favorecen el contacto directo con
animales infectados, es asi como veterinarios, trabajadores de plantas
faenadoras y agricultores estan mas expuestos a contraer la patologia. Las vias
de contagio primarias en estos casos son la respiratoria y cutanea(42). Por el
contrario, la forma indirecta de contagio esta dada por el consumo de leche cruda

no pasteurizada o de subproductos animales no tratados. Para este caso, la via
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de ingreso de la bacteria es principalmente digestiva. Ademas, en zonas donde
existe una alta prevalencia del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) son
comunes las infecciones concomitantes con M. bovis. Por dltimo, se ha
demostrado que el ser humano también posee la capacidad de infectar en sentido
contrario a animales susceptibles, conformando también una fuente de infeccién

para otras especies (41,43)

1.4 Patogenia de la Tuberculosis bovina

Los animales contagiados con M. bovis comienzan a desarrollar una serie de
eventos inmunoldgicos y patologicos desde el momento en que la bacteria
ingresa al organismo. La via de ingreso mas frecuente de M. bovis son las vias
respiratorias superiores, desde donde la bacteria migra hasta los alveolos
pulmonares(44). Es asi como en este lugar patrones moleculares asociados al
patdogeno (PAMPs), tales como moléculas de superficie de la pared bacteriana,
son reconocidos por receptores de las células de sistema inmune innato
(principalmente los macréfagos), activando vias de sefalizacion inflamatorias.
Los macrofagos fagocitan la bacteria y liberan quimioquinas que atraen
neutréfilos y otras células inmunes hasta el sitio de infeccién, generando un
edema con acumulacion de fibrina (exudado inflamatorio). En algunos animales,
el sistema inmune mediado principalmente por la accién de linfocitos T CD4+ y
macrofagos activados es capaz de contener la infeccion inicial(45). De esta
manera, la bacteria puede ser eliminada del organismo o puede inhibirse su
multiplicacion generandose el estado de latencia de la enfermedad en la mayoria
de los animales. La fase de latencia de la enfermedad tiene una gran relevancia
debido a que la bacteria disminuye su metabolismo al maximo y entra en un
estado no replicativo para lograr sobrevivir(46). Sin embargo, cuando la bacteria
continua viable la enfermedad progresa dando lugar a la formacién de tubérculos
en el sitio de infeccion. Estos nédulos corresponden a lesiones granulomatosas

circunscritas y amarillentas que se forman a partir de la acumulacion de células
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fagociticas en el foco de infeccion, tales como neutrofilos, macrofagos y células
gigantes de Langhans en el centro del tubérculo, y rodeadas de linfocitos y
monocitos, ademas de tejido conectivo(47). A medida que la enfermedad avanza,
los granulomas comienzan a rodearse de tejido fibroso y centro necrosado
producto de la excesiva accion de citoquinas (ej: factor de necrosis tumoral TNF-
alfa), muerte celular y de factores toxicos liberados a partir de la lisis de la
bacteria. Ademas, en el centro del granuloma se encuentra material caseoso y
calcificado producto del acimulo de calcio. El tamafio de estos granulomas es
variable (desde mm hasta cm de didmetro) y depende del estado de avance de
la infeccion, es por ello que a medida que la lesion crece la enfermedad se vuelve

cronica.

Ademas de la formacion de los granulomas, el patdgeno puede ser transportado
por las células fagociticas a través del sistema linfatico hasta el linfonodo
regional, generando una segunda infeccion. Es asi como la primoinfeccién en los
pulmones, sumada a la nueva infeccion en el linfonodo, conforman el “"complejo
primario”” de la enfermedad. Cuando el sistema inmune adquirido no es capaz
de mantener la infeccidbn dentro del complejo primario, la bacteria pasa
nuevamente al sistema linfatico y al sistema sanguineo (bacteriemia) desde
donde se difunde hacia otros érganos y tejidos provocando la generalizaciéon de
la enfermedad(48).

1.4.1 Signos clinicos de la Tuberculosis bovina

Debido a que la tuberculosis bovina corresponde a una enfermedad de curso
cronico, es decir tiene una progresion lenta, la mayoria de los animales infectados
con M. bovis no desarrollan signos clinicos evidentes en el corto plazo, sino que
después de meses o afios de haber entrado en contacto con la bacteria(49). En
virtud de esto, se considera que la forma de presentacion mas comun de la bTB
es la subclinica, ya que es una enfermedad que tiende a pasar desapercibida

durante sus fases tempranas. Sin embargo, cuando la enfermedad progresa los
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animales infectados manifiestan signos clinicos como emaciacion, disnea,
neumonia y lesiones en o6rganos relacionados a la via de entrada de la bacteria.
Es asi como los granulomas pueden encontrarse en los pulmones y linfonodos
asociados al sistema respiratorio (retrofaringeos, bronquiales y mediastinales)
cuando la ruta de contagio ocurrié a través de las vias respiratorias superiores.
Por el contrario, cuando los tubérculos se localizan a nivel del estbmago, higado,

y linfonodos mesentéricos, la via de contagio fue oral o digestiva(45,50).

Por otro lado, la aparicion de los signos clinicos en animales infectados tiene
directa relacion con el nivel de gravedad de la enfermedad (grado de
generalizacion dentro del organismo), de modo que los casos mas severos han
sido percibidos en estadios tardios(45). Pese a esto, existen algunos individuos
que durante fases tempranas de la infeccion presentan sintomatologia
inespecifica como fiebre intermitente, tos, diarrea, anorexia, debilidad, e
inflamacion de los linfonodos. Si bien la presentacion aguda de la enfermedad es
muy poco frecuente, se han observado casos en los que la infeccién evoluciona

muy rapido causando incluso la muerte del animal(51).

Aquellos animales que resisten la infeccion inicial prosiguen hacia la fase cronica
de la enfermedad, la cual puede perdurar durante afios. En esta etapa los
animales infectados comienzan a manifestar una serie de signos clinicos que se
desarrollan de forma paulatina, pero que con el transcurso del cuadro infeccioso
tienden a ser mas severos. Algunos de estos signos son la emaciaciéon de los
animales afectados con condiciones corporales menor o igual a 2 (de una escala
de 1 a 5), depresién general, neumonia y disnea, sumado al conjunto de lesiones
tuberculosas en pulmones y otros érganos, las cuales no son detectadas a simple
vista. La etapa final de la bTB culmina generalmente con la muerte del animal(52).
En el examen post mortem de los animales contagiados es frecuente encontrar
lesiones granulomatosas caseosas o clasificadas, o una combinacion de ambas
15



en linfonodos retrofaringeos, mediastinicos y traqueobronquiales. Estas lesiones
también afectan a érganos como el pulmon (la zona caudo-dorsal o apex es la
mas afectada), estbmago, higado, bazo, intestino, rifiones, glandula mamaria,
entre otros. La presentacion extra-pulmonar de los granulomas se debe a la
diseminacién de la bacteria en todo el organismo, siendo comunes en los casos

mas severos y avanzados de la infeccion(53).

1.5 Principales Factores de Virulencia de M. bovis

Los factores de virulencia son moléculas expresadas por la bacteria que median
su internalizaciébn y permiten su sobrevivencia al interior de la célula
hospedadora. La ausencia de alguno de ellos atenta al microrganismo
reduciendo su capacidad de generar la enfermedad(54). Dentro de los principales

factores de virulencia de M. bovis se encuentran:

ESAT 6 (Rv3875): Es una proteina secretada en fases iniciales de la infeccion
con M. bovis y es descrita como el principal factor de virulencia de la bacteria(55).
La proteina se secreta a través de un sistema de secrecidn especial denominado
ESX, el cual permite exportar proteinas pequefias homélogas a ESAT-6 sin
péptido sefial hacia el espacio extracelular(56). ESAT-6 tiene un peso molecular
de 6 kDa y estd constituida de 95 residuos de aminoacidos, los que son
conservados en un 100% con los de M. tuberculosis(57). ESAT-6 es codificada
en conjunto con la chaperona CFP-10 por los genes esxA y esxB
respectivamente, que se encuentran en la region RD1 del genoma de la bacteria,
la cual estd ausente en la cepa atenuada M. bovis BCG(58). Como principal factor
de virulencia, ESAT-6 cumple diversas funciones dentro de las que destacan i)
permeabilizacién del fagosoma, permitiendo que la bacteria salga al citoplasma
y eluda la via de presentacion mediada por el MHC Il al linfocito T CD4%, ii) la
induccion de la sobreexpresion de la enzima caspasa 3 y la acumulacion de
radicales libres generando la apoptosis de la célula hospedadora por estrés

oxidativo, iii) la inhibicibn de la expresion del transactivador del MHC I,
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interfiriendo en la correcta presentacion de los antigenos de M. bovis, iv) la
inhibicion de la expresion del MHC | en la superficie celular a través del

secuestramiento de 32 microglobina(59).

Antigeno Ag85 (Rv1886¢c): Corresponde a un complejo formado por tres
proteinas homologas Ag85a, Ag85b y Ag85c, secretado al medio extracelular en
fases tempranas de la infeccion con M. bovis a través de su sistema conservado
de secrecion o SEC(56,60,61). Las proteinas son codificadas por los genes fbpA,
fopB, and fbpC y los pesos moleculares de cada una de ellas son 31, 30, 32 kDa
respectivamente (Wiker y col., 1992). Ag85 es el complejo proteico secretado
mas abundante de M. bovis, representando aproximadamente el 60% del total de
las proteinas exportadas hacia el medio extracelular, sin embargo, se encuentra
en una baja proporcion en la pared celular(61). Este complejo es un importante
factor de virulencia de M. bovis que posee actividad micoliltransferasa, mediando
la sintesis de los glicolipidos trehalosa 6,6'-dimicolato (TDM o factor corddn) y
trehalosa 6-monomicolato (TMM), que posteriormente se unirdn al acido micolico
y arabinogalactano de la superficie celular, dando lugar a la estructura hidrofébica
caracteristica de la pared bacteriana. Por otra parte, cada proteina del complejo
tiene un motivo de unién a fibronectina, favoreciendo la adhesién y la entrada de
la bacteria al macréfago para posteriormente alojarse al interior del fagosoma.
También se cree que este antigeno en conjunto con otras proteinas de secrecion

evita la maduracion del fagosoma, impidiendo la formacion del fagolisosoma(62).

Acrl o alpha-crystallin protein (Rv2031c): Corresponde a una proteina que
cumple el rol de ser un importante factor de virulencia durante la fase de latencia
de la bacteria. Esta proteina de 16 kDa es codificada por el gen Rv2031c el cual
es regulado por el factor de transcripcion regulén DosR ampliamente
caracterizado debido a que co-regula la expresion de diversos genes asociados
a la etapa de dormancia del patdgeno(63,64). Acrl conocida también como HspX

o proteina de estrés, es sobreexpresada durante la etapa no replicativa o de
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latencia de la bacteria debido a que inhibe su crecimiento(65,66). La expresion
de Acrl es inducida durante la fase de latencia en donde existen condiciones de
escasez de nutrientes, bajo pH y estrés oxidativo generado por bajas
concentraciones de oxigeno y alta concentracion de radicales libres en el sitio del
granuloma (67,68)También se ha descrito que esta proteina con potentes
propiedades antigénicas puede ser expresada en fases activas de la enfermedad,
pero en menor proporcion. Acrl funciona como chaperona durante el estadio de
dormancia de la enfermedad previniendo el plegamiento incorrecto y la
desnaturalizacion de las proteinas bacterianas como consecuencia del estrés
térmico, confiriéndole termorresistencia al patdgeno(69,70). Ademas, Acr ha sido
implicada en la proteccion de la bacteria contra los radicales libres y especies
reactivas de nitrégeno altamente téxicos y prevalentes dentro del
granuloma(64,69,71). Esta proteina permite la adaptacion y la viabilidad de la
bacteria, es asi como se ha visto que la reduccién de la expresion de Acrl resulta
en una menor capacidad de tolerancia por parte de la bacteria a condiciones de
anaerobiosis(64) .

Rv2660c: Corresponde a una proteina ““hipotética”” recientemente descubierta.
El gen que codifica para esta proteina es sobreexpresada en condiciones de
escases de nutrientes y de oxigeno durante el estado de latencia de la bacteria
al interior del granuloma(72). A diferencia de los otros factores de virulencia de
M.bovis, aln no se conoce con certeza la proteina a la cual codifica el gen
Rv2660c, ni tampoco la funciébn que esta cumple durante el estadio de latencia
de la enfermedad, sin embargo, se ha evidenciado que en cultivos no replicativos
y carentes de nutrientes la micobacteria aumenta la expresion del ARN
mensajero (que codifica para RV2660C) entre 100-300 veces(73). Ademas,
existen distintos estudios que han evaluado la capacidad inmunogénica de esta
proteina utilizandola en ensayos de inmunizacion en conjunto con otros

antigenos del patdbgeno demostrando ser un potente inductor de linfocitos T(74).
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1.6 Respuesta lInmune inducida por M. bovis

1.6.1 Inmunidad Innata

La respuesta inmune innata es la primera respuesta gatillada en el huésped en
presencia de un microrganismo patdégeno y se caracteriza fundamentalmente por
ser una respuesta de tipo inespecifica mediada principalmente por células
fagociticas, células presentadoras de antigenos, y el sistema del
complemento(75). Es asi como en bovinos contagiados con M. bovis, esta
respuesta se desarrolla aproximadamente desde las 24 horas post-infeccién.
Usualmente el primer sitio de infeccion de la bacteria son los pulmones, donde
esta entra en contacto con los macréfagos alveolares los cuales corresponden a
las células del hospedador preferidas por el microrganismo y las que cumplen un
rol efector importante durante la infeccién(76). M. bovis es reconocido por
receptores de superficie de los macrofagos y de acuerdo con el receptor con el
gue interacciona, puede ser o no fagocitada. El proceso de fagocitosis de la
bacteria puede ocurrir a través de opsoninas (ej: colectinas, anticuerpos, y C3)
que se adhirieren a componentes de la pared celular de M. bovis como los
polisacéaridos, para posteriormente ser reconocidos por receptores del
complemento de los macréfagos (CR1 o CD35) y asi mediar la fagocitosis. Por
otra parte, la fagocitosis puede ocurrir sin opsonizacién, donde los receptores de
manosa Yy receptores scavenger del macréfago reconocen directamente al
ManLAM y el LAM de la pared celular de la bacteria, internalizandola(77,78) . Una
vez que la bacteria es fagocitada, esta se aloja dentro de una vesicula conocida
como fagosoma, la que puede fusionarse con el lisosoma para dar lugar al
fagolisosoma. Cuando la bacteria es degradada en el fagolisosoma a través de
enzimas como las hidrolasas y especies reactivas del oxigeno y nitrégeno, los
productos de la bacteria destruida son descargados hacia el citosol del
macrofago, activando la quinasa IRAK asociada a IL1-R. Esta via a su vez activa
al factor de transcripcion NF-kB para que se inicie la expresiéon de citoquinas

como IL-12, IL-18, TNF-a e IL-1B(76). Cada una de estas moléculas es secretada
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al medio extracelular para la activacion de los linfocitos T y el reclutamiento de
nuevas células del sistema inmune hacia el sitio de infeccion, tales como células
Natural Killer (NK), células dendriticas (CDs), neutrofilos y monocitos que ayudan
en la destruccion de la bacteria o en la destruccién de las células infectadas(79).
Por otro lado, los macrofagos pueden presentar diferentes antigenos de la
bacteria procesada a los linfocitos T CD4* mediante moléculas de superficie de
histocompatibilidad Clase 1l (MHC Il), de manera tal que estos proliferen y
produzcan citoquinas proinflamatorias que permitan la activacion de otras células
del sistema inmunes especializadas en la eliminacibn de la bacteria del

organismo(80).

Por otra parte, en la superficie de los macréfagos existen otro tipo de receptores
conocidos como receptores tipo Toll (Toll-like receptor, TLRS) que reconocen
patrones asociados a M. bovis (Pathogen-associated molecular patterns,
PAMPSs), activando vias de sefalizacion al interior del macrofago sin fagocitar la
bacteria. Los TLR2 y TLR4 pueden reconocer al LAM y a lipoproteinas de la pared
bacteriana desencadenado la activacion de una via de sefalizacién para la
expresion de la proteina de diferenciacion mieloide 88 (MyD 88)(81). MyD88
integra la sefial enviada por los TLR con la quinasa IRAK activando al factor NF-
KB para su translocacion hacia el nucleo de la célula y mediar la transcripcion de

citoquinas proinflamatorias que activen a otros tipos celulares(82).

Adicionalmente, en los ultimos afios se ha descubierto que los neutréfilos también
cumplen un rol durante la respuesta inmune innata en individuos con infecciones
pulmonares activas causada por M. tuberculosis. Especificamente se ha descrito
una subpoblacién de neutréfilos conocidos como granulocitos de baja densidad
de sus siglas en inglés LDGs, los cuales poseen una actividad microbicida no
descrita anteriormente(83). Esta actividad microbicida se basa en la capacidad
de estos neutréfilos de inducir su muerte celular o netosis (independiente de

caspasas), en respuesta a la activacion de estas frente a una infeccién con M.
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tuberculosis(84). Cuando los LDGs a través de sus receptores de superficie
TLR2/4 entran en contacto con la micobacteria (mediante patrones moleculares
asociados al patégeno), se gatillan una serie de mecanismos al interior de la
célula. Dentro de estos participa la enzima NADPH que cataliza la formacion de
especies reactivas de oxigeno o ROS, los cuales median la netosis de los
neutrofilos(84). Por otro lado, la elastasa del citoplasma celular se transloca hasta
el ndcleo generando la descondensacion de la cromatina. Todos estos
fendmenos provocan que los neutréfilos viertan su contenido intranuclear al
citoplasma y luego la mezcla sea difundida hacia el medio extracelular,
culminando con la muerte de la célula(85). Este contenido intracelular da lugar a
la formacion de NETs (neutrophil extracelular traps), el cual esta conformado por
cromatina descondensada (ADN e histonas), péptidos microbicidas y proteasas
granulares como la elastasa. Los NETs pueden ejercer su actividad microbicida
mediante su habilidad de secuestrar al patégeno y a través de las proteasas con
capacidad de degradar antigenos de la bacteria. Sin embargo, se ha demostrado
que los neutréfilos y los NETs no son suficientes por si solos de eliminar a M.
tuberculosis, sino que mas bien actian asistiendo la defensa y la contencién de
la infeccion en conjunto con otros grupos celulares como los macréfagos. Es asi,
como se ha descrito que los macréfagos pueden unirse a los NETs e ingerir la
elastasa de los neutréfilos, lo que induce una mayor liberacion de citocinas

proinflamatorias en el sitio de infeccion(86).

De acuerdo con esto, es que la respuesta inmune innata contra M. bovis cumple
un papel fundamental en la correcta activacion de los macréfagos, neutrofilos y
los linfocitos T, para que desarrollen una respuesta celular tipo Thl y respuesta

de memoria eficiente contra futuras reinfecciones(87)
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1.6.2 Inmunidad Adaptativa

1.6.2.1 Respuesta humoral

La inmunidad humoral es un tipo de respuesta inmune especifica frente a un
patdgeno, y es mediada por los linfocitos B e inmunoglobulinas secretadas y
expresadas en la superficie de estas células, las cuales tienen capacidad de

reconocer moléculas antigénicas.

En general, en animales contagiados con M. bovis y en el caso de otras
enfermedades causadas por bacterias intracelulares, se ha descrito que la
respuesta inmune humoral no cumple un rol fundamental en el control de la
infeccion(87). Sin embargo, estudios recientes en distintas especies bacterianas
intracelulares, han demostrado que cuando la bacteria transita de forma breve
por el medio extracelular en algin momento de su ciclo de vida, los anticuerpos
circulantes son capaces de reconocer a sus antigenos, quedando el patégeno
expuesto a la acciéon de las inmunoglobulinas. No obstante, no se ha comprobado
gue la respuesta mediada por anticuerpos tenga un rol protector directo o
neutralizante contra M. bovis(88). Mas bien, se ha descrito que el papel de la
respuesta humoral esta relacionado con su potencial de modular la respuesta
inmune celular, a través de i) la presentacion de antigenos bacterianos mediante
MHC 1l a los linfocitos T CD4+, ii) la secrecion de anticuerpos que de forma
directa reconocen al patégeno, iii) y a la produccion de citoquinas que activan a
células efectoras encargadas de matar al microrganismo y a células
infectadas(89). A pesar de que la respuesta celular ha sido descrita como la
principal en generar proteccién contra M. bovis, para ser efectiva necesita de la
accion sinérgica otorgada por la respuesta humoral. Por otra parte, se ha
evidenciado que las células B participan en la regulacion de la proliferacion de
linfocitos T y en el posterior desarrollo de la respuesta T de memoria contra

patdgenos intracelulares(90,91).
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Estudios realizados en tuberculosis bovina y humana han mostrado que la
respuesta humoral contra ambas micobacterias usualmente se desarrolla
tardiamente y ha coincidido con periodos de alta carga bacteriana(92). Se han
identificado anticuerpos especificos dirigidos principalmente contra componentes
de la pared celular como lipidos y moléculas proteicas, asi como también hacia

proteinas secretadas en diferentes etapas de la infeccion(93):

)] El LAM ha sido descrito como uno de los componentes lipidicos de la
pared celular de M. bovis capaz de inducir respuesta humoral,
detectandose anticuerpos contra esta molécula cerca de los 40 dias
post-infeccion(93).

1)) MPB83 es una glicoproteina identificada como uno de los mayores
componentes antigénicos de M. bovis, que se encuentra presente tanto
en la pared celular como en el medio extracelular, con capacidad de
inducir una respuesta de anticuerpos tipo IgM breve y temprana a las
4 semanas post-infeccion(94,95).

iii) MPB70, ESAT-6 y CFP-10 son proteinas secretadas principalmente en
etapas tempranas de la enfermedad, que actian como importantes
factores de virulencia de M. bovis, e inducen una potente respuesta de
anticuerpos en animales infectados via intranasal con dosis cercanas
a 107 UFC(95,96). Otras proteinas secretadas como MPB59, MPB64 y
MPB51 también han sido descritas en su rol de inducir respuesta

humoral en animales infectados con M. bovis(96).

Por otro lado, también se han identificado proteinas intracelulares altamente
seroreactivas, tales como los antigenos Acr y el recientemente descubierto

Rv2660c, expresados durante la fase de latencia de la bacteria(97).

A pesar de que existe una detallada caracterizacién del potencial inductor de
respuesta de anticuerpos de estos antigenos, se ha observado en algunos

estudios que la cinética de anticuerpos contra estas proteinas puede variar
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significativamente entre animales. Es asi como en investigaciones donde se han
realizado analisis seroldgicos en animales previamente infectados con M bovis,
no se ha logrado detectar anticuerpos especificos contra ESAT6, CFP10 y Acr
sino hasta después de un afio desde la inoculacién, mientras que en otros
animales la respuesta es percibida a las pocas semanas desde el contagio. De
esta manera estos trabajos explicarian que esta diferencia podria estar asociada
a multiples factores tales como: el individuo, la via de infeccion, dosis infectiva, y
a la inmunodominancia de estas proteinas en diferentes estadios de la infeccién,

entre otros(96).

1.6.2.2 Respuesta celular

La inmunidad adquirida mediada por células, al igual que la inmunidad humoral,
es un tipo de respuesta adaptativa especifica frente a un patégeno que se
desarrolla a partir de la presentacion de antigenos por medio de células
presentadoras de antigenos (Antigen presenting cell - APC) como macrofagos y
células B a linfocitos T CD4+ y células dendriticas (CDs) a linfocitos T CD4+
virgenes. Este primer contacto entre el antigeno y el linfocito T permite su
activacion, proliferacion y diferenciacion a células T efectoras (cuando la
presentacion es mediada por CDs) capaces de responder rapidamente para

eliminar al microrganismo.

A diferencia de la respuesta humoral, la inmunidad celular cumple un rol
fundamental impidiendo en algunos casos la progresion de la enfermedad y
generando proteccidon contra M. bovis. Ademas, se ha observado que esta
respuesta puede gatillarse tempranamente a las dos semanas post-infeccion
(Fig. 1)(98,99).

24



Antibody
CMI Response Response

4 ¥

Q

: %
: Z
4 7 >
o /s o/
=] ,8%
£ iV
£ /%
E

N\

Pathology

Figura 1. Representacion grafica de la respuesta inmune inducida por M.
bovis en bovinos. Respuesta inmune celular (CMI) desarrollada en fases
iniciales de la infeccidén e inmunidad humoral detectable a medida que aumenta
la carga bacteriana (desde izquierda a derecha). Un estado de ““anergia’ ocurre
en estados avanzados de la enfermedad, donde no se detecta respuesta CMI. El
inicio de cambios patoldgicos esta asociado a la aparicion de la inmunidad CMI y
la patologia aumenta mientras la enfermedad progresa (desde izquierda a
derecha)(98).

La respuesta celular adaptativa contra M. bovis es el resultado de una serie de
eventos que involucran células especializadas como los linfocitos colaboradores
T CD4*, linfocitos T citotoxicos CD8", linfocitos T yd, células NK y macréfagos,
citoquinas (IFNy, TNFa, IL-1, 2, 12, 17, 21, 22 y 23) y mecanismos efectores
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citotoxicos. La adecuada interrelacion entre estos elementos inmunoldgicos es

primordial para generar proteccion en animales con tuberculosis bovina (76,100).

Después de que la bacteria es fagocitada y procesada al interior de los
fagolisosomas, los antigenos obtenidos son liberados hacia el citoplasma de la
célula, desencadenando la activacion de vias de sefializacion que activan al
factor NF-kB para la transcripcion de IL-12 y otros factores proinflamatorios. Al
mismo tiempo, estos antigenos son acoplados a las moléculas de MHC clase | y
Il si son de origen proteico, o a moléculas CD1 cuando son derivados lipidicos, y
son expuestos en la superficie celular. Por un lado, MHC clase Il presentan
antigenos a linfocitos T CD4*, mientras que MHC clase | a linfocitos T CD8*y
CD1 a células NKT. La presentacién antigénica sumada a la presencia de

factores proinflamatorios, activan a los linfocitos T(76).

Durante la infeccion con M. bovis, los linfocitos T CD4* son los principales
mediadores de la respuesta adaptativa celular. Corresponden a una de las
primeras células en activarse siendo detectadas entre las 4-6 semanas post-
infeccién(94). Estos linfocitos son esenciales para contener la enfermedad pues
se ha evidenciado que la deplecion experimental de estas células genera un
descontrol de la infeccion(101). Una vez que los linfocitos T CD4* tipo Thl son
activados, estos tienen por funcién principal producir una mayor cantidad de IFN-
Yy para que actue sobre otras células como los macréfagos, potenciando su
actividad bactericida(76). Los macrofagos activados por accién del IFN-y
secretan IL-1B e IL-2, que favorecen la proliferacion de linfocitos T CD4* y su
diferenciacion en células efectoras caracterizadas por una respuesta tipo Thi,
con capacidad de potenciar la actividad bactericida de las células infectadas (111,
Los linfocitos T CD4* también promueven la secrecion de TNF-a por parte de los
macrofagos infectados, el cual modula la apoptosis de estas células. La apoptosis
extrinseca mediada por caspasas, inducida por TNF-a reduce los riesgos de

diseminacién de la bacteria hacia el espacio extracelular a través de la formacién
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de vesiculas apoptéticas que contienen a bacterias que aun son viables(102).
Por otra parte, frente a la infeccion con M. bovis los linfocitos T CD4* tienen la
capacidad de diferenciarse en células de memoria centrales (T central memory
cells - Tem) que expresan los marcadores de superficie CD62L y CCR7, y en
células de memoria efectoras o Tem (T effector memory cell - Tem) que carecen
de CD62L y CCRY7. Las células Tcm son altamente proliferativas y dan origen a
las células Tem. Ambas células cumplen un rol fundamental en gatillar una
respuesta rapida y eficiente contra nuevas infecciones con M. bovis(102). Por
otro lado, se ha visto que los linfocitos T CD4* son los principales productores de
IL-21, la cual esta asociada a la estimulacion de actividades citotoxicas como la
expresion de perforinas en células T CD8* efectoras, y la induccién y mantencion

de la produccién de IFN- y en respuestas protectoras(99,103).

Los linfocitos T CD8* también participan en la respuesta celular adaptativa contra
M. bovis. No obstante, estas células se activan mas tarde que los T CD4*, entre
las semanas 8-10 post-infeccion(99) . Una vez que los T CD8* se activan, estos
proliferan y se diferencian en células citotoxicas efectoras. La actividad citotoxica
de estas células durante la infeccion se caracteriza por la produccion de IFN-y,
el cual actia sobre los macréfagos para inducir principalmente la expresion de la
enzima oxido nitrico inducible (iNOS), la acidificacion del fagosoma y la formacion
fagosoma-lisosoma. Por otro lado, los linfocitos T CD8* también sintetizan
granulos con proteinas en su interior como las perforinas, granzimas y
granulicinas, las cuales son liberadas. Es asi como las perforinas se unen a la
superficie de la célula infectada generando un poro y la activacion de la enzima
caspasa provocando la apoptosis de la célula infectada. Las granzimas por su
parte al interior del fagocito destruyen proteinas y las granulicinas ejercen una
accion bactericida sobre M. bovis(104). Al igual que los linfocitos T CD4*, los T
CD8* tambiéen pueden diferenciarse en células T de memoria, principalmente Tem,

y ejercer su actividad citotéxica mas eficientemente frente a nuevas infecciones
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con M. bovis 0 a su reactivacion. Por otra parte, las células NK también tienen
una potente accidon citotdéxica durante la tuberculosis bovina a través de la
secrecion de IFN- vy, y la produccién de perforinas y granulicinas para destruir a

las células infectadas y por consiguiente a la bacteria(104).

Otro tipo de células T implicadas en la respuesta frente a M. bovis son los
linfocitos T y®& WC1*. Estas células son las primeras en llegar al sitio de infeccion,
por lo que ejercen su accion en etapas tempranas de la enfermedad(47). Se ha
demostrado que estos linfocitos se activan durante la primera semana
transcurrida la infeccién y su poblacion incrementa considerablemente hacia la
segunda semana post-infeccién(44) . Se postula ademas que estas células son
las intermediarias entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa en la
tuberculosis bovina, debido a que participan en ambas respuestas. Los linfocitos
T yd tienen la capacidad de reconocer antigenos bacterianos independiente de
MHC, su activacion permite la secrecion de IFN-y para la activacion de
macréfagos con actividad bactericida, y tienen una importante funcién citotéxica
sobre células infectadas(105,106). Por otro lado, estos linfocitos median el
reclutamiento de nuevas células del sistema inmune hasta el sitio de infeccion,
modelando de esta manera la formacion temprana del granuloma para contener
a la bacteria(44). Diferentes estudios han confirmado que la funciéon de los
linfocitos T y& WC1* no es meramente controlar la infeccion con M. bovis, sino
que establecer una respuesta inmune adecuada y efectiva en el
hospedador(107). Esto ultimo se ha evidenciado en ensayos en terneros con
deplecidn de este tipo de células, los cuales han presentado un cambio fenotipico
de la respuesta inmune, caracterizada por la reduccién evidente de la produccién
de IFN-y y disminucién en general de citoquinas tipo Thl. A través de la accion
de la IL-23 e IL-1B (las cuales son producidas por las células dendriticas en
presencia de la bacteria), los linfocitos T yd WC1* exhiben rasgos de una

respuesta tipo Thl7 durante fases iniciales de la enfermedad(108). Esta
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respuesta estaria caracterizada por la secrecion de IL-17 e IL-22, donde la IL-17
seria la principal responsable del establecimiento de los primeros eventos
inflamatorios en la infeccion con M. bovis a través del reclutamiento de
neutrofilos(104).

1.6.3 Antigenos de M. bovis inmunogénicos relacionados ala Inmunidad
protectora

De acuerdo con diversos estudios, la generacion de una respuesta protectora
contra M. bovis estd dada principalmente por la activaciéon de los linfocitos
colaboradores T CD4* capaces de inducir una respuesta inmune tipo Thl. Esta
respuesta se caracteriza fundamentalmente por la secrecion de IFN-y cuyo rol es
activar a macréfagos potenciando su actividad bactericida y a células citotdxicas
para que destruyan a las células infectadas. Ademas, se ha descrito que la
presencia de linfocitos T de memoria (Tem Yy Tem) €S un factor determinante en la
proteccion contra M. bovis. Lo anterior radica en la capacidad de estas células
de proliferar, vivir largo tiempo y responder de manera rapida y eficiente contra
una nueva infeccidén con la bacteria, confiriendo proteccion durante un tiempo
prolongado(109). En el dltimo tiempo también ha tomado gran relevancia el
estudio del rol de la respuesta tipo Th1l7 en la inmunidad protectora contra la
bacteria. Diferentes trabajos han demostrado que esta respuesta cumple una
funcién esencial durante las etapas iniciales de la infeccidn en el establecimiento

del proceso inflamatorio(110)

Segun lo precedido, distintos trabajos han identificado proteinas de M. bovis
utilizadas como candidatos vacunales, que inducen proteccion en animales frente
a un desafio con la bacteria(111). La proteina Ag85b corresponde a un antigeno
inmunodominante de M. bovis y de otras micobacterias tal como M. tuberculosis,
el cual es secretado en grandes cantidades a los 3 dias post-infeccion(112). Este
antigeno ha sido descrito como un potente inductor de respuesta celular Thl

mediada por la produccion de IFN-y, TNF-a e IL-2, y de respuesta citotdxica
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mediada por linfocitos T CD8*(54). Es asi como estudios de mapeo de Ag85b
realizados en humanos han identificado epitopes que estimulan especificamente
a los linfocitos T CD4*y T CD8*, sugiriendo que estas regiones antigénicas estan
involucradas en conferir inmunidad protectora contra M. tuberculosis(113). Por
otro lado, se ha demostrado experimentalmente en modelos murinos y humanos
que la fusién de Ag85b con otras proteinas inmunogénicas potencia la respuesta
protectora en el organismo (126.130.131) Asimismo, ratones y cobayos inmunizados
con vacunas de ADN que expresan Ag85b han generado inmunidad protectora
parcial contra la infeccion(111). Por ultimo, formulaciones vacunales que incluyen
este antigeno han demostrado conferir mayor proteccion que la vacuna
BCG(114). Otra proteina que ha sido caracterizada como un potente inductor de
respuesta de linfocitos T CD4* y T CD8" cuando se administra como candidato
vacunal en animales es ESAT-6(115,116). Se ha reportado que entre el 25-35%
de la respuesta inmune mediada por linfocitos T durante la fase inicial de la
infeccién va dirigida contra este antigeno. Estudios en ratones han demostrado
que en la respuesta de memoria contra M. tuberculosis, ESAT-6 es el principal
inductor de la produccién de IFN-y por los linfocitos T, confiriendo proteccién
contra la bacteria(117,118). Por lo tanto, debido a las caracteristicas antigénicas
de ESAT-6, esta proteina ha sido utlizada en diferentes formulaciones
vacunales. Por un lado, la inmunizacion de ratones y cobayos con una vacuna
de ADN que expresa ESAT-6 ha demostrado inducir proteccion frente a un
desafio con la bacteria, generando una respuesta Thl y citotdéxica que disminuye
la infeccion pulmonar y la carga bacteriana(118,119) . Por otro lado, igualmente
se ha descrito el uso de ESAT-6 fusionado al antigeno Ag85b en una vacuna
recombinante de subunidades, donde otorga mayor proteccion que cuando es
utilizado como antigeno Unico(119). En una investigacion donde diferentes
grupos de ratones fueron inmunizados con una cepa de M. tuberculosis, BCG
recombinante que incluia la region RD1 (la cual codifica para ESAT-6) y BCG
carente de la region RD1 (ARD1), se demostré6 que aquellos ratones que
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recibieron la cepa de M. tuberculosis y BCG (RD1) desarrollaron una mejor
respuesta protectora caracterizada por una potente respuesta tipo Thl7, en

comparacion al grupo que recibio BCG (ARD1)(120).

La mayoria de los estudios avocados a evaluar respuesta inmune celular y
proteccion contra la bacteria estan dirigidos hacia proteinas secretadas durante
la fase activa de la infeccion. Sin embargo, se ha demostrado que existen
diversas proteinas que se expresan durante la etapa de latencia de la
micobacteria, que generan una respuesta inmune de linfocitos T efectiva contra
el microrganismo(121). Un ejemplo de estas proteinas de latencia es el Acrl
(Alpha crystallin protein), la cual es una proteina expresada bajo condiciones de
hipoxia. Estudios han descrito que la inmunizacion de cobayos con una vacuna
de ADN que codifica para la proteina Acrl genera una respuesta inmune tipo
Th1l con altos niveles de IFN-y, otorgando proteccién en un desafio contra una
cepa virulenta de M. tuberculosis @37, Otro estudio realizado en ratones demostré
que la vacunacion con la proteina Acrl fusionada a Ag85, generd una potente
respuesta de linfocitos T, anticuerpos IgG y una elevada produccion de IFN-
y(119).

1.7 Principales mecanismos de evasion de larespuesta inmune de M.
bovis

En general, las micobacterias patégenas como M. bovis y M. tuberculosis

emplean los mismos mecanismos para evadir la respuesta del sistema inmune y

poder sobrevivir al interior de la célula hospedadora(122).

1.7.1 Inhibicién de metabolitos reactivos del nitrégeno y 6xido nitrico

En los macrofagos infectados con la micobacteria, gracias a la accion del IFN-y
y otras citoquinas proinflamatorias producidas por los linfocitos T, se activa la
enzima NADPH oxidasa para la produccién de anion superdxido y la enzima
oxido nitrico sintetasa inducible (iNOS). Esta ultima cataliza la conversion de

arginina en citrulina generando oxido nitrico (NO), el cual a su vez reacciona con
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ion superoxido para producir peroxinitrito ONOO™ (123,124). Este compuesto
tiene una potente actividad oxidativa, siendo altamente toxico para la bacteria
alojada en el fagosoma debido a que actia sobre su material genético o
proteinas, alterando la funcionalidad de la bacteria y causando su muerte(125).
No obstante, el microrganismo utiliza diferentes estrategias para eludir a estos
metabolitos oxidantes, como por ejemplo la expresion del gen noxR1 que codifica
la proteina NoxR1, la que le otorga resistencia a la bacteria frente a la accion de
los radicales libres(126). Otro mecanismo que utiliza la bacteria es bloquear la
accion de la iINOS, impidiendo su ingreso hacia el interior del fagosoma. Es asi
como la vesicula que contiene a la bacteria no retiene la proteina EBP50, la cual
normalmente se encuentra asociada a la actina del citoesqueleto de la célula
permitiendo la movilizacién de proteinas en el citoplasma y por lo tanto media el
ingreso de la iNOS hasta el fagosoma para provocar la muerte del patégeno. Por
otro lado, la bacteria durante la infeccion utiliza vias de secrecion tales como
ESX1, Sec y SecA2 para la produccibn de proteinas que permiten su
sobrevivencia al interior de la célula(127). El sistema de secrecion SecA permite
la sintesis de las enzimas superoxido dismutasa (SodA) y catalasa peroxidasa
(KatG), las cuales metabolizan el peréxido de hidrogeno convirtiéndolo en agua
y oxigeno para asi prevenir la formacion de radicales libres por la iINOS(128).
También se ha observado que el sistema SecA inhibe la via de expresion de
citoquinas tipo Thl, favoreciendo la sobrevivencia de la micobacteria al interior

del macrofago(129).

1.7.2 Inhibicién de la maduracion del fagosomay fusién fagosoma-
lisosoma

La bacteria ingresa al macrofago a través del proceso de fagocitosis y se alberga

en una vesicula formada a partir de la membrana plasmatica de la célula, la cual

se invagina dando lugar al fagosoma(130). Una vez que la bacteria esta en el

interior del fagosoma este normalmente madura a través de un pH acido entre
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4.5-5, por la presencia de enzimas hidroliticas y metabolitos de nitrégeno y
oxigeno, permitiendo la destruccion de la bacteria. Sin embargo, el
microrganismo logra impedir la maduracion del fagosoma manteniéndolo en un
estado de fagosoma temprano(131). El fagosoma inmaduro recluta de forma
transitoria a la enzima Rab5 (GTPasa) desde la membrana plasmatica o desde
el citoplasma, con el objetivo de atraer a la enzima Rab7, la cual es necesaria
para la maduracion del fagosoma y la unién fagolisosoma(132). Es asi como el
patdégeno evita la maduracion del fagosoma, reteniendo a la enzima Rab5 por un
periodo de tiempo mayor al normal, impidiendo que esta Ultima reclute a la
enzima Rab7. Ademas, se ha observado que el ManLAM de la pared bacteriana
interfiere con la via de sefializacién que utiliza la Rab5 conocida como PI-3K en
el reclutamiento de Rab7 al interior del fagosoma inmaduro(133). El ManLAM
ademas inhibe el trafico de factores tales como la enzima catepsina D (hidrolasa
lisosomal) desde el aparato de Golgi hasta el fagosoma inmaduro, la cual es
necesaria para la maduracién y formacion fagosoma-lisosoma(134). Por otro
lado, se descubrié que la mayoria de los fagosomas con la bacteria retienen a la
proteina P57 o TACO (tryptophane aspartate-containing coat protein) encargada
de conectar las sefiales enviadas desde el medio extracelular a través de la
membrana plasméatica con el interior de la célula(135,136). La proteina TACO
también participa en la fusién fagosoma-lisosoma regulando mecanismos de
sefalizacion Ca** dependientes. Para que la fusion de ambas vesiculas ocurra
se necesita de la calcineurina, la cual es activada por la accion del Ca++, por
ende, si la proteina TACO estd secuestrada en los fagosomas y no esta
disponible en el citoplasma se impide el proceso de fusion(137).

1.7.3 Interferencia en la presentacién antigénica mediante MHC clase Il
La bacteria infecta al macrofago a través del proceso de fagocitosis y alli se
alberga en el fagosoma(45). Para que la bacteria sea correctamente presentada

a los linfocitos T CD4+, esta debe ser procesada al interior del fagosoma tardio
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por diferentes enzimas aportadas por el lisosoma. Una vez que la micobacteria
es degradada, los péptidos obtenidos estan listos para ser cargados al MHC II.
El MHC Il se produce en el reticulo endopldsmico y en su surco de union al
antigeno procesado posee una molécula peptidica llamada CLIP. Para que el
péptido se acople al MHC II, el surco de unién debe perder el CLIP.
Posteriormente, el complejo MHC Il-péptido esta listo para ser exportado hasta
la superficie celular mediante el proceso de exocitosis y posteriormente presentar
el péptido antigénico al linfocito T CD4+(138). Sin embargo, dentro del fagosoma
la bacteria desarrolla mecanismos que le permiten eludir su presentacion
mediante el MHC Il. Una de ellas consiste en el transporte de la bacteria desde
el fagosoma hasta el citoplasma, evitando ser procesada al interior del fagosoma
y al mismo tiempo impidiendo la fusion fagolisosomal para su posterior
presentacion en la MHC 11(139). Esto ha sido relacionado a la accién de las
proteinas de secrecion ESAT-6 y CFP-10 que produce el microrganismo en fases
tempranas, y al lipopolisacarido ManLAM, los cuales polarizan la membrana del
fagosoma permitiendo la salida de la micobacteria. Asimismo, se ha demostrado
qgue el ManLAM inhibe la accion del IFN-y en activar a los factores de
transcripcion del MHC II, provocando la disminucion de la expresion de la
molécula en la célula afectada(140,141). Por otra parte, el microrganismo
interfiere con el proceso de co-localizacion del MHC 1l en el fagosoma tardio
mediante la interrupcién del correcto ensamblaje del complejo MHC Il impidiendo
su transporte hasta la vesicula y unirse con el antigeno procesado(142). Se ha
observado también que el patégeno interviene en la correcta unién del péptido
con la molécula para luego ser exhibido en la superficie celular, esto ocurre a
través del bloqueo de la liberacion del CLIPP del MHC Il o bloqueando que el
péptido se una al MHC 1I(143). Por ultimo, se ha demostrado que el
microrganismo impide el transporte del endosoma con el péptido degradado y
adherido al MHC Il hasta la membrana plasmatica(142).
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1.7.4 Persistenciade M. bovis a través de la fase de latencia

La micobacteria evade el ataque de las células del sistema inmune (macréfagos,
NK, y linfocitos T) entrando en una fase de latencia, donde disminuye al maximo
su metabolismo suprimiendo también su capacidad de replicacion al interior del
granuloma 2, Este granuloma se genera en respuesta a la infeccién causada
por la bacteria, el cual esta conformado por células inmunitarias que rodean a
aquellas infectadas tratando impedir la diseminacion del patégeno hacia otros
sitios del organismo(144). Dentro del granuloma, el patdgeno esta sometido a
condiciones de estrés, como baja concentracion de oxigeno, baja cantidad de
nutrientes y alto contenido de 6xido nitrico, no obstante, la micobacteria tiene la
capacidad de adaptarse frente dichas condiciones a través de la modificacion de
la expresion de genes. Durante la etapa de latencia ocurre la supresion de los
genes relacionados al metabolismo aerobio y al anabolismo de la bacteria(145).
Por otro lado, existen alrededor de 50 genes que son activados y expresados
durante periodos de hipoxia a través del factor de transcripcion conocido como
regulén DosR, el cual co-regula la expresion de estos genes(146). Debido a esto
la bacteria adquiere la caracteristica de ser microaerdfilo, por lo tanto, cambia de
forma provisoria su respiracién aerdbica por una que le permite subsistir con
concentraciones bajas de oxigeno quedando en una forma de persistencia no
replicativa. Los factores DosS y DosT permiten la activacion del regulon DosR,
permitiéndole a la bacteria supervisar la concentracion de oxigeno, monoxido de
carbono y oOxido nitrico en la célula hospedadora(147). De esta manera la
expresion de los genes Rv2027c (DevT) y Rv3132c (DevS) es co-regulada por
los factores DosS y DosT para posteriormente sintetizar dos proteinas de
membrana llamadas DosS y DosT respectivamente. La proteina DosS es un
sensor de las condiciones oxido-reductivas de la célula, mientras que la DosT
actua como sensor de la tensién de oxigeno(148).En conjunto, ambas proteinas
permiten “fiscalizar” la concentracion de Oz, CO y de NO en la célula
hospedadora, de manera de entregar la sefial al regulon DosR para que se active
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y comience la transcripcion de los genes de resistencia para estas

condiciones(147).

El regulén DosR también co-regula la transcripcion de genes divergentes tal
como HspX-Rv2031c, el cual codifica para la proteina Acr(149). La proteina Acr
es transcrita bajo condiciones de hipoxia y altas concentraciones de NO, la cual
actla como una chaperona cuya principal funcidon es proteger a las proteinas
bacterianas de la desnaturalizacion producto del calor. Es debido a esto mismo,
gue esta proteina es también conocida como HspX o proteina de shock térmico.
Ademas, se ha descrito que Acr podria proteger a la bacteria de los radicales
libres y las especies reactivas de nitrdgeno altamente prevalentes dentro del

granuloma(69).

Por otro lado, durante la fase de latencia en el microrganismo también se
expresan factores de transcripcion sigma como por ejemplo RpoV, sigB, SigE y
sigH los cuales se asocian a la enzima RNA polimerasa y permiten la expresion
de genes que le otorgan resistencia a la bacteria frente a condiciones de shock
térmico y a condiciones oxidativas (150,151). Se ha demostrado que estos
factores sigma pueden otorgar virulencia a cepas bacterianas de M. bovis

atenuadas permitiendo su sobrevivencia.

1.8 Vacunas
Se entiende por vacuna cualquier preparacion que puede estar constituida de un
microrganismo atenuado o muerto, o de algin componente de este, que induce

inmunidad protectora contra la infeccion provocada por el agente virulento(152).

1.8.1 Vacunas Convencionales

Las vacunas de primera generacién estan compuestas del microorganismo
completo, el cual es tratado de diferentes maneras con el objetivo de atenuarlo o
inactivarlo. Un ejemplo de ellas son las vacunas vivas atenuadas, en donde el

patogeno es sometido a repetidos pasajes en cultivo celular o a la eliminacion o
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mutacion de algun gen mediante la tecnologia del ADN recombinante, generando
una cepa mutante carente de virulencia. En general este tipo de vacunas son
muy efectivas, pues dosis Unicas inducen respuesta inmune innata y adaptativa
de forma similar al patégeno virulento. Sin embargo, la mayor problematica
asociada al uso de vacunas atenuadas esta en el riesgo de reversion a su forma
patogénica y de generar enfermedad en los individuos tratados. Las vacunas
contra la tuberculosis humana (BCG), la poliomielitis, sarampion y la fiebre
amarilla son algunos tipos de vacunas vivas atenuadas utilizadas en la
actualidad(153,154). Por otro lado, también estan las vacunas muertas
inactivadas que a través de procesos fisicos (calor) o quimicos (formalina)
destruyen la capacidad de replicacién de la bacteria, manteniendo intacta sus
propiedades inmunogénicas para que aun sea reconocida por el sistema
inmune(155). Estas vacunas se caracterizan por inducir menos proteccion que
las vivas atenuadas, donde la respuesta inmune provocada tiene una menor
duracion, siendo necesario aplicar mas de una dosis (booster) o coadministrar
junto a un potente adyuvante para obtener la respuesta inmune deseada. Un
ejemplo clasico de vacuna muerta corresponde a una de las que actualmente se
utilizan contra el virus de la influenza(156). Por ultimo, se encuentran las vacunas
tipo toxoide, que corresponden a un tipo de vacuna inactivada, desarrollas a
partir de toxinas producidas por diferentes microorganismos bacterianos. Las
toxinas secretadas por el patdégeno son las responsables de generar la
enfermedad clinica en individuos no inmunocompetentes. Es asi, como la
administracion de estas vacunas tiene la capacidad de generar inmunidad
especifica contra los antigenos presentes en las toxinas. Dos ejemplos de este
conjunto de vacunas son las actualmente utilizadas contra el tétano y la
difteria(157).
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1.8.2 Vacunas de nueva generacion

La generacion de nuevos tipos de vacunas surge como una alternativa ventajosa
frente a los inconvenientes que presentan las vacunas tradicionales vivas
atenuadas y muertas inactivadas. Dentro de las vacunas de segunda generacion
se encuentran las de subunidades recombinantes, bacterias vivas como

transportador, vacunas de ADN y vacunas conjugadas.

Vacunas de Subunidades/ Recombinantes: Estas vacunas se producen a
través de la tecnologia del ADN recombinante, permitiendo desarrollar vacunas
inocuas destinadas al control de diversas enfermedades(158). Las vacunas de
subunidades recombinantes se componen de moléculas antigénicas tales como
proteinas o péptidos producidos en un hospedador heterélogo. Este tipo de
vacunas se basan en el potencial de uno o mas antigenos de generar inmunidad
contra el agente infeccioso(159,160). Las principales ventajas que presentan las
vacunas de subunidades recombinantes en comparacion a las vacunas
tradicionales: i) no representan un riesgo de reversion a la forma patogénica
debido a que estan elaboradas en base a diferentes antigenos y no al organismo
completo, por lo tanto, no presentan riesgo de transmision, ii) tienen una
composicién definida, pues se conocen los antigenos que son incluidos en la
formulacion, iii) reduce la presencia de contaminantes indeseados en la
preparacion. A pesar de los grandes beneficios que conlleva el uso de estas
vacunas, su principal desventaja radica en que generalmente se requieren
multiples dosis de administracién para alcanzar la respuesta inmune deseada y
del uso conjunto de algun adyuvante potenciando la inmunogenicidad de la
vacuna, ademas de prolongar la respuesta de memoria inducida por la misma
(158,160,161). La primera vacuna de subunidades recombinante desarrollada en
el mundo corresponde a la del virus de la hepatitis B. Esta vacuna se elabora a
partir del antigeno de superficie mas inmunodominante del virus (HBSAQ)

expresado en células de levadura(162). Desde entonces se han desarrollado
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multiples vacunas recombinantes, como por ejemplo contra el virus de papiloma
humano (HPVs), pseudorabia porcina, diarrea viral bovina, influenza aviar, entre
otras(163,164).

Para el desarrollo de una vacuna de subunidades recombinante proteica se
requiere en primer lugar clonar el gen codificante del antigeno de interés dentro
de un vector de expresion especifico para el sistema de expresion que sera
empleado. Este sistema de expresidn se escoge en base a las caracteristicas
fisicoquimicas de la proteina que se va a producir y la presencia de
modificaciones postraduccionales(165). Dentro de los sistemas de expresion mas
comunmente utilizados se encuentran: i) levaduras (Saccharomyces cerevisiae y
Pichia pastoris), ii) bacteria (Escherichia coli y Salmonella typhimurium), iii)
células de insectos (sistema de Baculovirus), iv) células de mamiferos (Células
de ovario de hamster chino, CHO), v) células vegetales(166). Los sistemas de
levaduras en comparacion a los bacterianos poseen la ventaja de producir
proteinas en el medio extracelular, ademas de permitir realizar modificaciones
postraduccionales como fosforilacion y glicosilacion a la proteina
expresada(167). Los sistemas de expresidn bacterianos son ampliamente
utilizados debido a que permiten obtener altos niveles de expresion del antigeno,
son simples de manejar y son adecuados para proteinas que no requieren
modificaciones postraduccionales(168). Por otro lado, los sistemas de expresion
en células de insectos permiten producir proteinas de manera eficiente con
modificaciones postraduccionales, no obstante, la principal desventaja de estos
sistemas es su mayor costo. Por su parte, la gran ventaja que tienen los sistemas
de expresion en células de mamiferos en comparacién al resto de los sistemas
es gque admiten modificaciones postraduccionales, sin embargo, dentro de sus
desventajas destacan su facil riesgo de contaminacion con patdégenos, alto costo
de produccién posee un escalado de produccion limitado, etc(169). Por altimo,

las células vegetales como sistemas de expresion incorporan distintas ventajas,
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dentro de las que se encuentran principalmente: la ausencia de riesgo de
contaminacion con patégenos animales, bajo costo de produccion, alto
rendimiento de la proteina expresada y la posibilidad de generar vacunas
comestibles como método de vacunacion masiva, entre otras. Su principal
desventaja radica en el largo tiempo de produccién a gran escala de la proteina
deseada(170).

Vacunas de bacteria viva atenuada como transportador: Se fundamentan en
el uso de vectores recombinantes vivos atenuados, a través de pasajes seriados
en cultivo o mediante la insercion de mutaciones en su genoma. Estos vectores
son capaces de presentar antigenos heterélogos a través de la introduccién de
genes gue codifican para esas moléculas. De esta manera se aprovecha la
capacidad infectiva del vector (generalmente bacterias o adenovirus) para inducir
una respuesta inmune contra sus propias proteinas y también contra los
antigenos heterélogos(171,172). Este tipo de vacunas han demostrado ser muy
eficaces como inmundgenos, sin embargo, tienen el riesgo de revertir a la forma
patogénica y demandan mayores costos econémicos que las vacunas
recombinantes de proteinas. La cepa BCG de M. bovis ha sido también utilizada
como vector de proteinas heterdlogas del virus del VIH, lehismania, malaria e
incluso de M. tuberculosis. Un ejemplo de esta estrategia es la modificacién
genética de la cepa BCG, permitiendo que esta exprese el antigeno Ag85 de M.

tuberculosis, con el fin de aumentar la eficacia de la cepa BCG(173).

Vacunas de ADN: Consisten en un plasmido desnudo (genes de interés mas
promotor) que codifica la expresion de un antigeno particular en las células
hospedadoras. Es asi como el hospedador desarrollara una respuesta inmune
contra este antigeno en particular(174). Para mejorar la respuesta inmune
inducida por este tipo de vacunas se han disefiado sistemas que ademas
expresan citoquinas coestimuladoras. Este tipo de vacunas se ha utilizado para

expresar antigenos del virus de la influenza, virus VIH, y M. tuberculosis(175).
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Algunas de las ventajas principales de esta vacuna es su bajo costo de
produccion, facil manejo, estabilidad a temperatura ambiente e induce respuesta
inmune humoral y celular. Sin embargo, estas vacunas tienen el potencial riesgo
de que el plasmido utilizado se integre al material genético del hospedador, que
genere una respuesta inmune indeseada contra el propio ADN y ademas que

induzca tolerancia inmunogénica frente a antigenos endogenos, entre otras(174).

Vacunas Conjugadas: Este tipo de vacunas se desarrollan contra aquellas
bacterias que poseen una capsula rica en polisacaridos que las protege de la
fagocitosis por parte de células del sistema inmune. En diversas especies
bacterianas los polisacaridos capsulares se caracterizan por no ser altamente
inmunogénicos, por lo que las vacunas conjugadas surgen a partir de la fusion
de un polisacarido con una proteina altamente inmunoreactiva. Esta proteina
permite que el sistema inmune del hospedador la reconozca y también gatille una
respuesta en contra del polisacarido. Un ejemplo de esta vacuna es la que
actualmente se utiliza para Streptococcus pneumoniae(176).

1.9 Adyuvantes inmunolégicos

Los adyuvantes inmunoldgicos corresponden a sustancias o preparados
guimicos con accion inmunomoduladora que, incorporados al antigeno o
inyectados simultdneamente con él, mejoran la efectividad de la respuesta
inmune. Es asi, como se ha descrito que los adyuvantes potencian la magnitud y
la durabilidad de la inmunidad otorgada por una vacuna(177).

Actualmente, los adyuvantes pueden encontrarse en diferentes categorias dentro
de las cuales destacan: i) sales minerales (ej: fosfato de aluminio), donde
antigenos de origen bacteriano o viral son absorbidos en sales, ii) emulsiones de
agua en aceite (ej: Montanide ISA-51), corresponden a una mezcla de aceite de
origen vegetal con un tensioactivo de la familia de monooleato de manida iii)
particulas (ej: liposomas), en donde los antigenos son incorporados al interior o

en la superficie de las particulas, iv) derivados microbianos (ej: lipoproteinas
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bacterianas) y v) citoquinas (IFN-a2), que actuan como adyuvantes

moleculares(177).

A pesar de que se ha demostrado que las vacunas recombinantes son capaces
de inducir una potente respuesta inmune contra un determinado patdgeno, se ha
observado en diversos casos que debido a que este tipo de vacunas son
elaboradas en base a la expresién de uno o mas antigenos inmunoprotectivos y
no al microrganismo completo, se requiere de la administracién conjunta con co-
estimuladores que potencien la eficacia otorgada por la vacuna(178) En virtud de
esto, existen diversas citoquinas que se utlizan y que funcionan como
adyuvantes moleculares debido a su habilidad de modular el tipo y la duracion de
la respuesta inmune generada frente a una inmunizacion. El factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y el interferén alfa 2 (IFN-a2) son dos ejemplos de

importantes adyuvantes moleculares(179).

1.9.1 Adyuvantes inmunolégicos moleculares.

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a): Corresponde a una citoquina
proinflamatoria secretada por macréfagos/monocitos, linfocitos y las células NK.
Durante una infeccién bacteriana, viral o parasitaria, el TNF-a tiene una accion
inmunomoduladora permitiendo la resistencia del individuo contra el patégeno.
Es asi, como se ha observado que, en infecciones experimentales de animales
con leishmaniosis, la insuficiencia de TNF-a ha estado asociada a la progresion
de la enfermedad y a la posterior muerte del individuo. TNF-a despliega su accion
a través de dos receptores localizados en la superficie de las células objetivo,
TNFR1 y TNFR2, los que pueden ser proteolizados para encontrarse de forma
soluble. Cuando TNF-a se une al receptor TNFR1 se activan las principales vias
de sefalizacion relacionadas a su actividad biologica en la muerte y
sobrevivencia celular, en contraste con su unién a TNFR2 donde predominan las
vias que sefalizan para la sobrevivencia celular(180). Durante la infeccién con

M. bovis TNF-a es producido por los macrofagos infectados, el cual en
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combinacion con IFN-y promueven la activacién de otras células del sistema
inmune para inducir la expresion de moléculas bactericidas tales como el 6xido
nitrico y metabolitos de nitrogeno. Ademas, el TNF-a participa activamente en la
formacién del granuloma durante la tuberculosis bovina, a través del
reclutamiento de células fagociticas capaces de ingerir a la micobacteria y mediar
la posterior apoptosis de estas células en el sitio de infeccion. Sin embargo, se
ha evidenciado que en la mayoria de los casos de infeccion con M.bovis la
expresion del receptor TNFR1 en la superficie de los macrofagos y linfocitos T es
reducida lo cual interfiere en el correcto mecanismo de accion del TNF-a contra

el patébgeno(181).

Existen distintos trabajos de investigacion que han demostrado la capacidad del
TNF-a de coadyuvar y mejorar la respuesta inmune otorgada por vacunas
recombinantes contra diversas patologias, debido a que tiene un rol modulador
en la respuesta inmune adaptativa, en la estimulacién de células dendriticas
(CDs), de células B y linfocitos T(182). Por ejemplo, un estudio utilizé una variante
mutada de TNF-a (mMTNF-K90R) como adyuvante molecular de una vacuna
recombinante de baculovirus que expresa la proteina hemaglutinina (HA) del
virus de la influenza para realizar la inmunizacion via intranasal de ratones. Este
trabajo demostrd que la administracion conjunta de mTNF-K90R con el antigeno
HA en ratones, indujo una potente respuesta humoral en el sitio de infeccion
caracterizada por una mayor produccion de IgG e IgA anti-HA en el suero y saliva,
en comparacion con aquellos ratones que fueron inmunizados solo con HA. Estos
resultados comprobaron que mMTNFK90R administrado intranasal es un
adyuvante eficaz que marca precedentes en el uso de nuevas estrategias de
vacunaciéon contra infecciones virales(183). Otro estudio evaluo el potencial de
un TNF-a producido por via recombinante, utilizado como adyuvante molecular
en una vacuna de ADN contra el virus de la fiebre aftosa en modelo de ratones.

Este estudio demostré que el TNF-a mejoré considerablemente la respuesta
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inmune humoral y celular inducida por la formulacion vacunal conformada por el
plasmido pcD-VP1 que codifica la proteina FMDV VP1 del virus de la fiebre
aftosa. Es asi como se observo que la co-inmunizacion de ratones con pcD-VP1
mas el TNF-a recombinante indujo la produccion de un mayor nivel de
anticuerpos tipo IgG y mayor ratio de IgG2a/lgG1l. TNF-a estimulé una mayor
proliferacion de linfocitos T citotdéxicos y mayor produccion de IFN-y por parte de
los linfocitos TCD4*y TCD8*. Esta respuesta celular potenciada por la accién del
adyuvante permitié inhibir la replicacion del virus al interior de las células
infectadas. En este trabajo también se demostré que el uso de TNF-a potencia
significativamente la expresion de citoquinas proinflamatorias y de moléculas
MHC Il en células dendriticas (CDs), favoreciendo la maduracién de las CDs, la
presentacion antigénica, y por lo mediando la transicion de la inmunidad innata a

la inmunidad adaptativa(184).

Interferén alfa (IFN-a): Corresponde a un grupo de citoquinas pertenecientes a
la superfamilia de los interferones tipo | (IFN-a; IFN-B; IFN-g, IFN-k, y IFN-w).
Existen multiples subtipos de interferén alfa (IFN- a1; IFN- a2: IFN- a4; IFN- a5;
IFN- a6; IFN- a7; IFN- a8; IFN- a10; IFN- a13; IFN- a16; IFN- a17 y IFN- a21).
Todos estos subtipos de interferén alfa tienen estructuras muy similares, pues
Sus secuencias proteicas son altamente conservadas entre si. Ademas, todas se
unen al mismo receptor (IFNAR), pero con distinta afinidad. En general, todos los
subtipos de IFN alfa son secretados por leucocitos principalmente durante
infecciones virales cumpliendo un rol antiviral. Sin embargo, también
desempeiian actividad anti proliferativa, antitumorales e inmunomoduladora.
Estos tipos de interferdn ejercen su accion sobre otras células a través de la union
a su receptor IFNAR activando las vias de sefalizacion JAK y STAT las que
posteriormente permitirdn la transcripcion de diversos genes. Los genes
transcritos cumpliran la funcion de: i) inhibir la replicacion viral reduciendo la

carga infecciosa, ii) mejorar la respuesta inmune innata y adaptativa a través de
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la activacion de las células NK, iii) regulacion de proteinas que participan de la
presentacion antigénica, iv) maduracion de las CDs, y v) el aumento en la

proliferacion de los linfocitos TCD8* citotoxicos y de células B.

Particularmente, el IFN-a2 ha sido descrito como uno de los que tiene mayor
actividad antiviral dentro de su grupo, es un potente inductor de quimiocinas tales
como, CCL8 y CXCL10y de la migracion de linfocitos T en diferentes infecciones.
Ademas, es un fuerte inductor de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible en
células dendriticas y posee una alta actividad inmunomoduladora. Debido, a las
caracteristicas principales de este subtipo de interferén alfa, es que, actualmente
se produce por via recombinante y es utilizado como biofarmaco para el
tratamiento de diversas enfermedades. Por otro lado, se ha comprobado que, la
administracion exdgena o la induccion enddgena de esta molécula mejora la

respuesta inmune inducida por vacunas(185,186).

En un estudio donde se evalud la eficacia de un candidato vacunal (E2his-LC)
contra el virus de la peste porcina clasica, se utilizé IFN-a2 recombinante como
adyuvante. Es asi, como a través de un ensayo de inmunizacion con la
formulacion E2his-LC/Montanide 888/ rIFN- a2 y un ensayo de desafio en cerdos
se estudié la capacidad de esta citoquina de potenciar los mecanismos
inmunologicos humorales y celulares inducidos por la vacuna. Los resultados de
esta investigacion sugirieron que la coadministracion del rIFN- a2 con el

candidato vacunal induce proteccion en los cerdos desafiados con el virus(186).

1.10 Vacunas contra Tuberculosis bovina

Actualmente a nivel mundial no existen vacunas licenciadas por la OIE contra la
tuberculosis bovina. En el caso de la tuberculosis humana se emplea la vacuna
Bacillus Calmette-Guérin o BCG, correspondiente a una vacuna viva atenuada
de M. bovis la cual esta autorizada por la OMS y forma parte de los programas
de vacunacion obligatorios de muchos paises del mundo. A pesar de que ambas

patologias estan estrechamente relacionadas debido a la alta homologia de sus
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agentes etioldgicos y a la similitud de ambos cuadros clinicos, existe restriccion
en el uso de BCG y de otras vacunas en el ganado bovino. Estas restricciones
radican en la falta de proteccion contra las diferentes formas de presentacion de
la bTB y a la respuesta cruzada o interferencia que genera la BCG con el
diagnéstico in vivo de los animales, impidiendo diferenciar entre individuos
expuestos a cepas virulentas de M. bovis de aquellos que han sido inmunizados
(14.(187). Debido a que la bTB es una enfermedad que afecta duramente a la
industria ganadera mundial y a la salud publica, ha surgido un gran interés el
desarrollo de nuevas formulaciones vacunales que no posean restricciones en su
uso y que formen parte de los distintos programas de Control y erradicacion de
la enfermedad(188-190).

En los ultimos 15 afios se ha comenzado a trabajar en tres nuevas estrategias
de vacunacion contra tuberculosis bovina: i) vacunas atenuadas basadas en la
cepa BCG genéticamente modificada, ii) vacunas de ADN que codifican para
antigenos de M. bovis, y iii) nuevos esquemas de inmunizacién que contemplan
una primera vacunacioén con la cepa BCG original y una reestimulacion con
antigenos proteicos de M. bovis. Muchos de estos esquemas de vacunacion ya
han sido testeados en bovinos, induciendo proteccion de forma variable en los
animales(190-192).

La modificaciobn genética de BCG ha contemplado estrategias como la
sobreexpresién de antigenos de M. bovis en la superficie de BCG, como la
proteina Ag85B. Esta alternativa vacunal redujo el grado de lesiones a nivel
pulmonar en los animales después a un desafio con M. bovis, a diferencia de
aquellos individuos inmunizados con la cepa original de BCG(193).
Adicionalmente, se ha evaluado una cepa de BCG a la cual se le elimind el gen
zmpl el cual esta asociado a inhibir la fusion fagolisosoma. Este candidato indujo
una respuesta de linfocitos T superior a la observada con la BCG normal(194).

También se han empleado cepas atenuadas de BCG a las cuales se les eliminé
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el gen que regula la produccion de leucina AleuD (axétrofa para leucina), en
ensayos de inmunizacion en terneros, evidenciandose menos lesiones durante
la inspeccién histopatoldgica y una reducida carga bacteriana, en comparacion
con animales que no fueron tratados con la cepa no modificada de BCG(195).
Por otro lado, se ha demostrado que cepas de BCG atenuadas mediante
radiacion UV otorgan proteccion en terneros contra un desafio con M. bovis y
previamente sensibilidados con micobacterias ambientales, donde BCG no fue
efectiva(196).

También se han desarrollado y evaluado vacunas de ADN contra tuberculosis
bovina. Una de ellas corresponde a una vacuna que contiene ADN codificante
para el antigeno ESAT-6, la cual fue administrada en conjunto con los adyuvantes
moleculares CD80 y CD86, otorgando una mejor proteccion en animales
desafiados con aerosoles M. bovis, en comparacién a los animales que no
recibieron las moléculas co-estimuladoras(197). Ademas, terneros inmunizados
con vacunas de ADN que codifican para proteinas expresadas en la etapa de
latencia de la micobacteria (Hsp65 y Hsp70) o la fase inicial de la enfermedad
(ESAT-6 y CFP-10), y reestimulados con BCG antes de ser desafiados con M.
bovis virulento, evidenciaron altos niveles de IFN-y y menor grado de lesiones en
linfonodos y pulmones, en comparacién con aquellos animales que solo fueron
vacunados con BCG(197,198).

Vacunas de proteinas ensayadas en bovinos las cuales han sido utilizadas en
combinacion con BCG demostraron otorgar proteccion efectiva contra la
enfermedad(199,200).

1.10.1 Parametros inmunologicos que debe inducir una vacuna protectora
contra Tuberculosis bovina

Los problemas que hoy existen en torno al desarrollo y uso de vacunas en el

ganado contra bTB se deben principalmente a: i) BCG y algunas de las nuevas

formulaciones han demostrado ser protectora contra la enfermedad en ciertos
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animales, sin embargo, en otros la proteccion ha sido baja o nula obteniéndose
resultados variables entre los individuos ensayados, y ii) la respuesta cruzada
con el diagnostico de tuberculina impidiendo diferenciar entre animales
vacunados y enfermos(8,201,202). Debido a lo anterior, la vacuna ideal contra M.
bovis debe ser capaz no solo de prevenir la transmision de la enfermedad a otros
bovinos, sino que también de evitar el establecimiento de la infeccion, y ademas

no debe interferir con la prueba de tuberculina.

Para determinar la eficacia de una vacuna contra bTB ha sido necesario
establecer una serie de marcadores inmunol6gicos (pardmetros 0 mecanismos)
predictores y correlativos de la respuesta protectora que otorga la formulacién.
Gracias a diversos estudios realizados en tuberculosis bovina y humana se han
logrado definir marcadores esenciales en la proteccion de los animales contra
cepas virulentas de la micobacteria. Es asi como una vacuna protectora contra
M. bovis debe dirigir respuestas especificas hacia las células dendriticas y
macrofagos de manera de estimular una respuesta innata apropiada y una
respuesta adaptativa temprana mediada por linfocitos T CD4*y T CD8* contra el
patdgeno, los cuales deben tener actividad efectora capaz de matar a células
infectadas con la micobacteria(201). La respuesta adaptativa mediada por los
linfocitos TCD4* debe ser del tipo Thl, caracterizada por la expresion de
citoquinas proinflamatorias como IFN-y, TNF-a e IL-2. La vacuna debe ser capaz
de inducir la produccién de altos niveles de IFN-y por linfocitos T de memoria y
linfocitos T efectores frente a una reinfeccibn o a la reactivacion de la
enfermedad. Estos se pueden determinar a nivel experimental mediante un
ensayo de ELISPOT, donde se mide el nimero de células T de memoria
secretoras de IFN-y, las cuales son inducidas en cultivos estimulados con
antigenos especificos de M. bovis(203,204). Otro parametro que debe estimular
una vacuna eficaz contra M. bovis es la produccion de células T polifuncionales

(expresan en su superficie marcadores CD44", CD45RO*, CD62L') con
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capacidad de co-secretar las citoquinas IFN-y, TNF-a e IL-2(192). Por otra parte,
se ha demostrado también que durante la respuesta inmune protectora contra
bTB se desarrolla una respuesta tipo Th17, coordinada por las IL-17, IL-21 e IL-
22, la cual ha demostrado ser especifica contra algunos antigenos de M. bovis
(ej: Ag85) y se correlaciona negativamente con el desarrollo de la patologia y
positivamente con la proteccion frente a la enfermedad. Por ultimo, los
parametros que tienen relacién con el desarrollo de la patologia, tales como la
colonizacion bacteriana y el nivel de lesiones en linfonodos, tejidos y 6rganos
durante el hallazgo post-mortem deben también estar reducidas gracias a la

administracion de la vacuna con capacidad protectora(205).

1.11 Diagndstico de Tuberculosis bovina

Debido a que la tuberculosis bovina corresponde a una enfermedad de
presentacion subclinica, es decir, la mayoria de los animales no presentan
sintomatologia visible sino hasta etapas avanzadas de la enfermedad, el
diagndstico rutinario se realiza principalmente a través de técnicas de laboratorio
qgue permiten identificar al microrganismo, medir respuesta de anticuerpos o
inmunidad celular, y a la prueba de campo de hipersensibilidad retardada

conocida como tuberculina.

1.11.1 Diagndstico de laboratorio

Baciloscopia: Permite visualizar en el microscopio la presencia de M. bovis a
partir de una muestra obtenidas por histopatologia. Para realizarla se pueden
utilizar dos tipos de tinciones: i) Tincion de Ziehl-Neelsen que consiste en tefir
la muestra con un colorante basico conocido como fucsina en donde la
micobacteria se tefird de rojo y posteriormente se adiciona un acido (alcohol
clorhidrico) para decolorar, sin embargo, el microrganismo no cambiara de
color(206,207). Todo esto se realiza sobre un fondo de contraste que usualmente
es azul de metileno y luego se observa en el microscopio. ii) Tincién con

fluorocromos, el cual consiste en tefiir la muestra con el colorante auramina-
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rodamina donde la bacteria emitira una luz fluorescente y posteriormente se
adiciona alcohol clorhidrico, el cual no interferira en el color fluorescente del
microrganismo. Finalmente, la muestra se observa bajo un microscopio de
fluorescencia(208,209).

Cultivo bacteriologico: Permite aislar a M. bovis desde muestras de leche,
secrecion nasal, etc., a través de medios de cultivos enriquecidos. Las muestras
son sometidas a una fase de descontaminacibn que permite también
homogenizar y concentrar la muestra (proceso de DHC) utilizando N-acetil-
cisteina-hidroxido sédico (NALC-NaOH) para eliminar bacterias contaminantes,
luego la muestra es concentrada mediante rondas de centrifugacion y cultivada
a 37°C durante aproximadamente 8 semanas en medios en base a agar
enriquecidos con sangre como por Middlebrook 7H10y 7H11 o en base a huevo
enriquecidos con piruvato Stonebrink y Lowenstein — Jensen(210). Dependiendo
del medio utilizado, la deteccion de la bacteria se realiza por visualizacion
macroscopica cuando se cultiva en medio liquido o a través del microscopio
cuando la micobacteria es cultivada en agar. A los crecimientos sospechosos se
les realizan pruebas bioquimicas tales como produccion de niacina, prueba de

catalasa y nitrato para la confirmacién(211).

Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR): Permite la identificacion de M.
bovis a partir de diversos tipos de muestras que pueden incluir secreciones como
leche, esputo, saliva y tejidos como pulmén y linfonodos, entre otros(212). Hoy
en dia existen diversas variaciones de la técnica de PCR para la identificacion de
micobacterias siendo las mas utilizadas aquellas que se basan en la deteccion
de regiones hipervariables las cuales son caracteristicas de cada especie(196).
Para realizar el PCR primero las muestras deben ser sometidas a procesos de
descontaminacion (DHC) y luego ser cultivadas en medios enriquecidos. El ADN
de estas muestras puede ser aislado mediante la utilizacién de kits comerciales

o a través de métodos tradicionales como phenol-cloroformo(213). Luego el ADN
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aislado es sometido a la reaccion de PCR, utilizando partidores para amplificar la
subunidad ribos6mica 16S, regiones intergénica 16S-23S RNA, regiones que
codifican para proteinas especificas como MPB70 y regiones de insercion como
1S6110(214).

Ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA): El ensayo ELISA de
IDEXX, corresponde a la actual prueba de oro en la deteccién de anticuerpos
contra M. bovis. Este ensayo incluye antigenos especificos de M. bovis (MPB70
y MPB83) y permite identificar a animales en estadios avanzados de la
enfermedad (aproximadamente a los 4 meses post-infectccion). Se ha descrito
gue la sensibilidad de esta prueba es del 63% y su especificidad del 98%. ELISA
IDEXX se utiliza como método complementario a la prueba de campo o
tuberculina en los programas de control y erradicacion implementados en
diversos paises del mundo, para realizar la confirmacion de animales reactores,
y también identificar a aquellos individuos que no fueron detectados mediante la
prueba de campo.

Ensayo de Interferén Gamma (IGRA): El kit comercial BOVIGAM de Prionics,
corresponde a la prueba de liberacién de IFN-y mas utilizado en el diagndstico
de tuberculosis bovina. En un formato de ELISA, este ensayo permite detectar la
produccion de IFN-y en linfocitos T de sangre reestimuladas con los preparados
proteicos utilizados en la prueba de tuberculina simple (PPD bovino o bPPD) y
comparada (PPD aviar o aPPD)(212). Animales infectados con M. bovis pueden
ser detectados tempranamente (aprox. 2 semanas post-infecccion). Este ensayo
es un correlativo de la respuesta celular (CMI) inducida en animales contagiados
con M. bovis y es utilizado como prueba complementaria al diagndéstico obtenido
mediante tuberculina. Se utiliza ademas como método de diagnoéstico diferencial
entre individuos positivos a tuberculosis bovina (M. bovis) y paratuberculosis (M.

avium. Sbsp. paratuberculosis)(214).
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1.11.2 Diagnoéstico de Campo

Prueba de hipersensibilidad retardada (DTH): La prueba de tuberculina
corresponde al método estandar utilizado para el diagnostico in vivo de
tuberculosis bovina en animales(17). Esta prueba consiste en inocular de forma
intradérmica un preparado proteico purificado o bPPD proveniente de M. bovis.
En el sitio de inoculacion se desarrolla una respuesta de hipersensibilidad
retardada o tipo IV la cual corresponde a una respuesta celular mediada por
citocinas y quimiocinas a través de las cuales ocurre el reclutamiento de células
del sistema inmune previamente activadas por el contacto con la bacteria(212).
Existen principalmente dos tipos de pruebas de tuberculina, la simple y la
comparada. La prueba simple conocida como PAC o PCS consiste en la
inoculacion de bPPD en la zona de la base de la cola o en la zona de la tabla del
cuello del animal. La comprada o PCC consiste en la inoculacion de bPPD y
aPPD en dos zonas equidistantes de la tabla del cuello del animal. Se administran
ambos PPD para poder discriminar infecciones causada por M. bovis de aquellas
generadas por micobacterias ambientales, tales como M. avium sbsp.
paratuberculosis(215). Es decir, esta prueba de campo es utilizada también como

método de diagnostico diferencial entre tuberculosis bovina y paratuberculosis.

Los resultados de esta prueba son observados a las 72 hrs post-administracion
y son interpretados de acuerdo con el grosor de la lesién inflamatoria que se
origind en el sitio de inyeccion mediante el uso de un pie de metro o cutimetro.
Es asi como se pueden obtener dos tipos de resultados: i) Animales negativos,
cuando no se observa ni tampoco se palpa algin cambio en el sitio de la
inoculacién, i) Animales reactores, cuando se visualiza y/o se palpa
engrosamiento o edema, que puede ir acompafiado de rubor, calor y dolor en el
sitio de la inyeccion. Los resultados obtenidos en esta prueba son confirmados

mediante técnicas de laboratorio(216).

52



El derivado de proteinas purificadas a partir de M. bovis (PPD) utilizado en la
prueba de tuberculina se obtiene mediante un proceso de inactivacion por calor
de la cepa ANS5, la cual es cultivada en medio enriquecido para posteriormente
ser sometida a una esterilizacion por filtracion y la concentracion de las proteinas
mediante ultrafiltracion o precipitacion con amonio. La cepa AN5 de M. bovis fue
originalmente aislada en Inglaterra y hoy es la cepa estandar utilizada a nivel
mundial para la preparacion de la tuberculina bovina debido a su alto rendimiento
en medios con glicerol(217). Con respecto a la composicién del bPPD, no existen
muchos estudios que describan la totalidad de las proteinas que lo conforman,
sin embargo, existen algunos trabajos los cuales mediante espectrometria de
masa han descubierto algunas de las proteinas que estarian en mayor
abundancia(218). Dentro de ellas se describe la proteina tipo ESAT-6 EsxB,
antigeno objetivo secretado tempranamente ESAT-6, proteina de secrecion
MPB70, chaperona GroES, proteina de superficie MPB83, proteina tipo ESAT-6
EsxL, proteina tipo ESAT-6-like EsxN, proteina hipotética MPB63 y proteina
Alpha-crystallin (Acr)(201). Por otro lado, se ha determinado que la composicion
proteica del bPPD varia de acuerdo con el método utilizado en su preparacion(4).
Si bien existe una variedad de proteinas que se comparten entre las distintas
preparaciones, también hay discrepancias en cuanto a la abundancia y
presentacion de algunas de ellas en los distintos PPDs. De esta manera, en
estudios donde se han comparado PPDs provenientes de Brasil y Reino Unido
(UK), los cuales han sido preparados por un lado mediante cultivo en medio
Dorset y Henley, inactivacion realizada con autoclave y precipitacion de las
proteinas a través de sulfato de amonio, mientras que, en la otra preparacion la
micobacteria fue cultivada en medio con glicerol, inactivada mediante calor a
95°C y las proteinas precipitadas en 1% de acido tricloroacético respectivamente,
se demostré que algunas proteinas se encontraban en mayor abundancia en un
bPPD en comparacion al otro(4,219). En el bPPD de Brasil se obtuvo que las

proteinas mas abundantes fueron el factor de elongacion EF-Tu (Rv0685) y la
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proteina Rv0865 (Proteina de sintesis de molibdopterin Mog), mientras tanto en
bPPD de UK la proteina EsxB (proteina tipo ESAT-6 Rv3874) y la chaperona de
10kDa (Rv3418c) fueron encontradas en mayor proporcion. EF-Tu (Rv0685). Por
su parte las proteinas DnaK (proteina de estrés térmico Rv0440), Mpt83
(Rv2873) y la proteina acyl-transportadora (Rv2244) fueron abundantes en
ambas preparaciones. Este mismo estudio descubrié que algunas proteinas que

estaban presente en el bPPD de Brasil no estaban en el bPPD UK(4).

1.12 Control y Prevencién de Tuberculosis bovina

En diversos paises de la Union Europea, Norteamérica, Asia, y Oceania donde
la tuberculosis bovina esta4 presente, se han puesto en marcha programas
sanitarios para el control y erradicacion de la enfermedad(220,221). Dentro de
las principales medidas que contemplan estos programas esta la deteccion de
los animales enfermos a través de la prueba de tuberculina y su posterior
confirmacion mediante técnicas de laboratorio, y la eliminacion (Stamping out) de
los animales positivos desde los predios(209). Esto ademéas se combina con
vigilancia epidemioldgica en plantas faenadoras, manejos de saneamiento en los
planteles a través del uso de productos desinfectantes como glutaraldehidos o
formaldehidos, restriccion de movimiento de animales entre predios, y otros(212).
Pese a que en muchos paises desarrollados estos programas han sido exitosos
y han permitido reducir e incluso erradicar la enfermedad en los animales
domésticos, la presencia de reservorios silvestres de M. bovis advierte un latente

riesgo de infeccion y posterior diseminacion de la bacteria en los animales(220).

En Chile por su parte, la tuberculosis bovina se aborda mediante el programa de
control y erradicacion implementado por el SAG en el afio 2011, cuyo eje principal
es el diagndstico de animales infectados mediante prueba de tuberculina, su
eliminacion, y control de su movimiento entre predios El diagndstico al igual que
en gran parte del mundo se realiza a través de la prueba de campo de tuberculina

y la confirmacién de animales positivos mediante PCR y cultivo bacteriano. Una
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vez que se ha determinado el estatus sanitario de los predios, entra en marcha
un plan de saneamiento donde se cuarentena los predios positivos, y los
animales reaccionantes son beneficiados en mataderos autorizados por la
entidad gubernamental. En virtud del programa de control y erradicacion el
territorio nacional fue dividido en dos zonas epidemiologicas de acuerdo con la
prevalencia de la enfermedad. La Zona de Control, que contempla desde la
region del Bio-bio (exceptuando la provincia de Arauco) hasta la region de Arica
y la Zona de Erradicacion que integra desde la region de la Araucania hasta la
region de Magallanes. La zonificacion del territorio nacional tiene el objetivo de
erradicar la enfermedad para la Zona de Erradicacion y disminuir la prevalencia
predial de bTB en la Zona de Control(222).

Una importante estrategia en el control de la enfermedad es el uso de una vacuna
efectiva que proteja a los animales de una infeccidn con la bacteria, sin embargo,
la vacunacion del ganado con BCG o con cualquier otra vacuna esta prohibida
en Chile y en gran parte del mundo debido a su incompatibilidad con los
programas de erradicacién de bTB. Esto ultimo se basa fundamentalmente en
gue se demostré que la vacuna BCG genera una respuesta cruzada con el
diagndstico realizado en bovinos mediante la prueba de tuberculina, por lo tanto,
imposibilita diferenciar entre aquellos animales vacunados de aquellos infectados
con una cepa virulenta de M.bovis. Esta interferencia entre BCG y las posibles
vacunas contra bTB, radica en que tanto la preparacién del bPPD como BCG
comparten diferentes antigenos lo cual perjudica el nivel de especificidad
otorgado por el diagnéstico. Por otro lado, hasta ahora no existe una vacuna que
confiera completa proteccion contra la enfermedad. A pesar de que, en paises
como Nueva Zelandia, Reino Unido y Estados Unidos se realiza el diagnéstico y
luego la eliminacion de los animales positivos a bTB, la enfermedad persiste
debido a los reservorios silvestres que contindan diseminando la bacteria(220).

Debido a esto surge la necesidad de buscar estrategias alternativas como un
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sistema de diagndstico DIVA (Differentiating infected from vaccinated animals) o
una vacuna que no interfiera con la prueba de diagndstico de campo que se
complementen con las medidas implementadas en los programas y permitan
erradicar definitivamente la enfermedad. Estudios recientes han descrito diversas
proteinas de M. bovis que no forman parte de la vacuna BCG debido a que la
region que las codifica fue eliminada durante su proceso de atenuacion. Por otro
lado, se han realizado trabajos abocados a estudiar la composicion del bPPD
utilizado en la tuberculina, lo cual posibilitaria identificar diversas proteinas que
pudiesen funcionar como antigenos para la construccion de una nueva vacuna

contra bTB que no interfiera con el diagnostico(223).
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2 HIPOTESIS

Los antigenos AcR, Rv2660c, Ag85b y ESAT-6 de M. bovis, producidos por via
recombinante y combinados con un adyuvante molecular en una formulacion
vacunal, inducen una respuesta inmune protectora en bovinos que no interfiere

con la prueba de tuberculina.

3 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar y caracterizar una vacuna de subunidades recombinante contra M.
bovis, con capacidad de inducir una respuesta inmune protectora en bovinos, y

gue no interfiera con la prueba de tuberculina.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Disefar, expresar y purificar antigenos de M. bovis.
Disefiar dos moléculas quiméricas que contienen los antigenos AcR y Rv2660c
(gTbA-16MRA), y los antigenos Ag85b y ESAT-6 (qTbA-85ESAT).

e Establecer el proceso de produccién de los antigenos quiméricos
gTbA-16MRA y qTbA-85ESAT en E. coli.

Implementar el proceso de purificacion de los antigenos quiméricos qTbA-16MRA
y qTbA-85ESAT.

e Caracterizar larespuestainmune inducida por laformulacién basada
en los antigenos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT en modelo caprino y

bovino.

Evaluar en modelo caprino la respuesta inmune serolégica y nivel de interferencia
con el diagndstico de la tuberculina.
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Evaluar en modelo bovino la respuesta inmune serologica y celular, y el nivel de

interferencia con la prueba de tuberculina.

e Evaluar la capacidad protectora de la formulacion vacunal en modelo

bovino.

Realizar ensayo de desafio en bovinos con una cepa de M. bovis atenuada.
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5 MATERIALES Y METODOLOGIA
5.1 MATERIALES UTILIZADOS
5.1.1 ANIMALES!
e Bovinos: terneros de la raza Holstein de 6 meses de edad obtenidos desde
la empresa MANUKA, Chile.
e Caprinos: cabras criollas de 2 a 3 afios obtenidas desde predio de la region
del Nuble, Chile.

5.1.2 ANTIBIOTICOS DE USO EN CULTIVOS BACTERIANOS Y
CELULARES

e Ampicilina (United States Biological, EE.UU): antibiético betalactamico
adicionado en los medios de cultivos a 100 pug/ml para la seleccion de
bacterias que tienen el gen de resistencia a ampicilina.

e Cloranfenicol (Merck, Alemania): antibiético del grupo de los anfenicoles
adicionado en los medios de cultivos a 50 pug/ml para la seleccion de
bacterias que tengas el gen de resistencia al cloranfenicol como E.coli
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL.

e Estreptomicina (United States Biological, EE.UU): antibidtico
aminoglucésido adicionado en los medios de cultivos de células a 50 pg/ml
para evitar el crecimiento de bacterias susceptibles a la estreptomicina
gue contaminen los cultivos.

e Neomicina (SIGMA, EE.UU): antibiético aminoglucésido adicionado en los
medios de cultivos de células a 50 pug/ml para evitar el crecimiento de

bacterias susceptibles a la estreptomicina que contaminen los cultivos.

5.1.3 CEPAS BACTERIANAS

e BL21-CodonPlus (DE3)-RIL (Stratagene, EE.UU): cepa bacteriana de E.
coli empleada para la expresion de proteinas heterdlogas. Posee dentro

! Considerando que los animales son seres vivos sintientes se decidié mencionarlos en la seccién de materiales utilizados en este
trabajo con el Unico objetivo de mantener la organizacion del escrito.
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de su genoma el gen codificante para la T7 ARN polimerasa, cuya

expresion se encuentra controlada por el promotor lac inducible por IPTG.

5.1.4 KITS COMERCIALES
e Kit E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini Kit (Omega Bio-Tek, EE.UU): kit utilizado
para purificar ADN plasmidial a partir de cultivos bacterianos mediante

mini columnas HiBind®.

e Kit Dneasy blood & amp; tissue kit (250), Rca, (Qiagen, EE.UU): kit
utilizado para purificar ADN gendmico a partir de diversas muestras de
tejido, secreciones y bacterias mediante spin-column y lisis con

proteinasa K.

e MILLIPLEX® Bovine Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel 1
(Merck, Alemania): kit utilizado para cuantificar de manera simultanea
marcadores de citocinas y quimiocina en muestras de suero, plasma y

cultivos celulares bovinos.

e Kit QuantiFast SYBR® Green (Merck, Alemania): kit utilizado para la
amplificacion de distintos genes de interés de manera rapida y mas

precisa.

e Kit de lisis CK14 (Bertin Technologies, EE.UU): kit utilizado para
homogenizar muestras de tejido a través de perlas de circonio que
disrumpen el tejido cuando son operadas en un equipo Precellys 24

Tissue Homogenizer.

5.1.5 MEDIOS DE CULTIVO PARA BACTERIAS
e Luria Bertani (LB): medio de cultivo para bacterias preparado en base a
triptona (10 g/L); extracto de levadura (5 g/L); NaCl (10 g/L).
¢ Medio de Autoinduccién (TBAI): medio de cultivo para bacterias preparado
en base a triptona (12 g/L); extracto de levadura (24 g/L); (NH4)2S04 (3.3
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5.1.6

5.1.7

g/L); KH2PO4 (6.8 g/L); Na2HPO4 (8.9 g/L); glucosa (0.5 g/L); lactosa (2.1
g/L); MgSO4 (0.6 g/L).

Terrific broth (TB): medio de cultivo para bacterias preparado en base a
extracto de levadura (12 g/L); Triptona (24 g/L); KH2PO4 (0.17 M);
K2HPO4 (0.72 M); glicerol (4 mL/L).

MEDIOS DE CULTIVO PARA CELULAS
RPMI: medio para cultivo de células eucaritticas preparado en base a
RPMI 1640 (Thermo Fisher), 10% de SFB, bicarbonato sédico 2 g/L,

glutamina 2mM, piruvato 1mM, neomicina 50ug/ml, pH 7.

PROTEINAS

5.1.7.1 ENZIMAS DE RESTRICCION

Bglll (New England Biolabs, Reino Unido): endonucleasa utilizada para
digerir los vectores plasmidicos pET AcR-Rv2660c y pETqAg85-ESAT6
cuyo sitio de corte es A/IGATCT.
Pvull (New England Biolabs, Reino Unido): endonucleasa utilizada para
digerir los vectores plasmidicos pETAcCR-Rv2660c y pETqAg85-ESAT6
cuyo sitio de corte es CAG/CTG.

5.1.7.2 PROTEINAS COMERCIALES

5.1.8

Tuberculina PPD bovina o bPPD (Drag pharma®, Chile): derivado proteico
purificado de Mycobacterium bovis cepa AN5 utilizado en la prueba de la
tuberculina.

Interferon alfa (Sigma-Aldrich, Alemania): interferon alfa 2b humano

European Pharmacopoeia (EP) Reference Standard.

ANTICUERPOS

Purified Anti-His (Biolegend, EE.UU): anticuerpo IgG monoclonal
producido en raton que reconoce al tag de histidina incorporado en las
secuencias quiméricas.
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5.1.9

Anti-bovine I1gG (H+L) (Jackson Inmunoresearch, EE.UU): anticuerpo
policlonal Anti-bovino hecho en cabra.

Anti-goat 1gG (H+L) (Jackson Inmunoresearch, EE.UU): anticuerpo Anti-
cabra conjugado a Alexa fluor®790 y producido en burro.

Anti-bovine IgG HRP (Bio-Rad, EE.UU): anticuerpo policlonal Anti-bovino
hecho en conejo conjugado a la enzima peroxidasa del rabano picante.
Anti-bovine CD44 (Bio-Rad, EE.UU): anticuerpo monoclonal Anti-CD44
bovino hecho en ratén conjugado a FITC.

Anti-bovine CD4 (Bio-Rad, EE.UU): anticuerpo monoclonal Anti-CD4
bovino hecho en raton.

Anti-bovine CD8 (Bio-Rad, EE.UU): anticuerpo monoclonal Anti-CD8
bovino hecho en raton.

Anti-mouse Alexa fluor (Abcam, UK): anticuerpo Anti-mouse hecho en
burro conjugado a Alexa fluor 647.

SECUENCIAS PARTIDORES

MPB70-Forward
CTC AAT CCG CAA GTA AAC CTG GTG

MPB70-Reverse
GTC AGC AGT GACGAATTG GTC TTG

5.1.10 SECUENCIAS PROTEICAS

Nombre Proteina  Gen Codificante Secuencia aa

Tamafio
kDa

Alpha- crystallin

MGWSDQRHPFPSIRRHQMATTLPV
QRHPRSLFPEFSELFAAFPSFAGLR
PTFDTRLMRLEDEMKEGRYEVRAEL

Rv2031c PGVDPDKDVDIMVRDGQLTIKAERT 16
EQKDFDGRSEFAYGSFVRTVSLPVG
ADEDDIKATYDKGILTVSVAVSEGKP
TEKHIQIRSTN

AcR
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MRVARSARRAGLRVRAGAGLWTGR
GARRASRRSSGHLSPPVTLNDRLQP
FAEGERGGDQLRQLGCAGAACLGE

Rv2660c FGGRDNSVIAGVDQALAATGQASQR 75
AAGASGGVTVGVGVGTEQRNLSVV
APSQFTFSSRSPDFVDETAGQSWC
AILGLNQ
MTDVSRKIRAWGRRLMIGTAAAVVL
PGLVGLAGGAATAGAFSRPGLPVEY
LQVPSPSMGRDIKVQFQSGGNNSP
AVYLLDGLRAQDDYNGWDINTPAFW
YYQSGLSIVMPVGGQSSFYSDWYS
PACGKAGCQTYKWETFLTSKLPQW

Mycolyltransfera Rv1886c LSANRAVKPTGSAAIGLMAGSSAMIL 30

sas Ag85b AAYHPQ FIYAGSLSALLDPSQGMGP

SLIGLAMGDAGGYKAADMWGPSSD

PAWERNDPTQQIPKLVANNTRLWVY

CGNGTPNELGGANIPAEFLENFVRS

SNLKFQDAYNAAGGHNAVFNFPPN

GTHSWEYWGAQLNAMKGDLQSS

LGAG

MTEQQWNFAGIEAAASAIQGNVTSI

Proteina no
caracterizada

63‘;'2?;03:)'/3’ HSLLDEGKQSLTKLAAAWGGSGSEA
At tget RV3875 YQGAQQKWDATATELN 6
on e NALONLARTI SEAGQAMAST
EGNVTGMFA

Tabla 1. Secuencias de proteinas de M. bovis obtenidas desde la base de
datos del Centro Nacional de informaciéon biotecnoldgica o NCBI. Fuente:
Elaboracion propia.

5.1.11 SOLUCIONES Y REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS DE ADN

Soluciones :

e Tampon TAE 5x (Merck, Alemania)
e Tampon de carga ADN 6x (New England Biolabs)

Reactivos:

e Agarosa (Calbiochem, Inglaterra)
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Bromuro de etidio (Merck, Alemania Millipore)
Marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb DNA Ladder (New England
Biolabs)

5.1.12SOLUCIONES Y REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS DE

PROTEINAS EN CONDICIONES REDUCTORAS Y WESTERN BLOT

Soluciones:

Acrilamida/bisacrilamida 30%/ 0.8% (Sigma, EE.UU)
1.5 M Tris-HCI pH 8.8 (Calbiochem, Inglaterra)

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 (Calbiochem, Inglaterra)

20 % (p/v) SDS (Calbiochem, Inglaterra)

Tampon de corrida: 25 mM Tris (Calbiochem, Inglaterra), 192 mM Glicina
(Calbiochem, Inglaterra), 1% SDS (Calbiochem, Inglaterra)

Tampon de carga proteina 4x reductor: 0.25 M Tris-HCI (Calbiochem,
Inglaterra) pH 6.8, 4% SDS (Calbiochem, Inglaterra), 40% Glicerol (ISN
Scientific Corporation), 0.4% Azul de bromofenol (Merck, Alemania), 1.2 M
B-mercaptoetanol (Sigma, EE.UU)

Solucién de tincidn: Azul de Coomassie 0.5 g/l (Merck, Alemania), Metanol
10 %, (TCL, Chile)

Solucion de destincion: 5 % Acido acético (Merck, Alemania)

Solucion de bloqueo: leche descremada 50 g/L (Merck, Alemania), diluida
en tampon PBS.

Solucion de Rojo Ponceau: Ponceau S 20 g/L (SIGMA, EE.UU); acido
tricloroacético (TCA) 300 g/L (SIGMA, EE.UU.), acido sulfosalicilico 300
g/L (Merck, Alemania)
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e Tampon de transferencia: 48 mM Tris base (Merck, Alemania), 39 mM
Glicina (Calbiochem, Inglaterra), 20% Metanol (Merck, Alemania), 1.3 mM
SDS (Merck, Alemania)

Reactivos:

e Patrén de peso molecular, Protein Ladder 10-180 kDa (MaestroGen,
EE.UU)
e PSA (Calbiochem, Inglaterra)

5.1.13 SOLUCIONES, MEDIO DE CULTIVO Y REACTIVOS PARA CULTIVO

DE CELULAS SUPERIORES.

e PBS: Tampon fosfato-salino, NaCl 8 g/L (Merck, Alemania), KCI 0.2 g/L
(Merck, Alemania), Na2HPO4 1.09 g/L (Merck, Alemania), pH 7.2

e Medio de congelacion: RPMI 50%, dimetilsulfoxido 10% (SIGMA, EE.UU),
SFB 40%.

e Azul de Tripan: Colorante para el conteo de células, azul de tripan 5 g/L
(SIGMA, EE.UU), NaCl 8.5 g/L (Merck, Alemania).

e Solucién de lisis de eritrocitos: NH4CI 0.8 g/ml, NaHCO3 bicarbonato de
sodio 0.84 g/ml; EDTA 3.7 g/ml.

5.1.14 SOLUCIONES PARA EL DESARROLLO DE ENSAYOS ELISA
e Tampon de recubrimiento de placas de ELISA: Na2CO3 1. 52g/L;
NaHCO3 2. 93g/L; pH 9.6
e Tampodn de bloqueo: PBS, leche descremada al 3%.
e Tampon de lavado: PBS, Tween 0.1%.
e Soluciones de revelado: 5 ul H202, 5 mg OPD, 12.5 ml citrato trisddico; pH
4.5.

e Solucion de detencion: 2M H2S0a4

65



5.1.15 SOLUCIONES PARA LA PRODUCCION DE LOS ANTIGENOS

QUIMERICOS

Tampon de ruptura de la quimera qTbA-16MRA: TrisHCI 50mM; PMSF 0.3
mM; pH 8.86.

Tampon de ruptura de la quimera qTbA-85ESAT: Fosfato 50 mM; PMSF
0.3 mM; pH 5.95.

Tampdn de lavado antigeno qTbA-16MRA: Tris 50mM; PMSF 0.3 mM;
urea 1M; tween 20 al 0.2%; timerosal 50 yg/mL; pH 8.86.

Tampdn de lavado antigeno qTbA-85ESAT: Fosfato 50 mM; PMSF 0.3
mM, urea 1M, tween 20 al 0.2%, timerosal 50 pg/mL (Merck, Alemania).;
pH 5.95.

Tampdn de resuspension final de quimeras: PBS estéril (Na2PO4 3.6 g/L;
KCI 0.2 g/L; KH2PO4 0.24 g/L; NaCl 8 g/L; pH 7.4), timerosal 50 ug/mL

(Merck, Alemania).

Soluciones Tincioén Inversa:
Imidazol: 0.2M de imidazol
ZnCl2: 0.3M de ZnClI2

5.1.16 VACUNAS COMERCIALES

BCG (Serum Institute of India, India): vacuna viva atenuada de
Mycobacterium bovis cepa Bacillus Calmette-Guérin Danish 1331 utilizada

contra la tuberculosis humana causada por Mycobacterium tuberculosis.

5.1.17 VECTORES DE EXPRESION

pPET-22b (+) (Novagen, EE.UU): vector de expresion bacteriano que
contiene el promotor T7 de la enzima ARN polimerasa, sitio de
clonamiento multiple entre Nco | y Xho |, y una secuencia que codifica para

un tag de histidina.
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5.2 METODOLOGIA GENERAL
5.2.1 TECNICAS PARA ANALISIS Y MANIPULACION DE ADN.

5.2.1.1 Purificacién de ADN plasmidico.

El aislamiento de ADN plasmidial se realiz6 a partir de E. coli mediante el kit
E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit Il (OMEGA Bio-tek) siguiendo las instrucciones de
la empresa fabricante. Se inoculd dos colonias de la cepa E. coli top 10
transformada cada una con los plasmidos pET22b-Ag85-ESAT6 y pET22b-
AcR-Rv2660c en un cultivo de 5 ml de medio LB suplementado con ampicilina.
Para esto los pellets bacterianos recuperados de los cultivos se resuspendieron
en 250 pL de solucién | con ARNasa, se dio vértex durante 15 segundos para
asegurar la resuspension completa. Se adicioné 250 pL de solucién Il, los tubos
se voltearon cuidadosamente 10 veces para homogenizar y se incubaron a
temperatura ambiente durante 3 minutos. Luego, se adicioné la solucion I, los
tubos fueron volteados para mezclar hasta la formacion de un fléculo
blanquecino. Los tubos se centrifugaron a 12000 rpm durante 10 minutos,
recuperando el sobrenadante el cual fue adicionado en HiBind® DNA Mini
Column. Los tubos fueron centrifugados a 12000 rpm por 1 minuto. Se
adicionaron 500 pL de solucion HBC a las columnas. Se repitié el paso de
centrifugacion con las mismas condiciones del anterior. Se eliminoé el filtrado y
se adicioné 700 pL de solucion de lavado. Se volvié a centrifugar dos veces
luego del lavado. Se transfirieron las columnas a tubos de coleccion de 1.5 mL
limpios y luego se adiciond 25 pL de solucién de elucién. Se dejo en incubacion
durante 2 minutos a temperatura ambiente y se centrifugd para recuperar el

eluido que contiene el ADN plasmidial.

5.2.1.2 Purificacion de ADN gendmico.
Se utilizo el Kit Dneasy blood & amp; tissue kit (250), Rca, (Qiagen, EE.UU) para

aislar ADN gendmico desde la vacuna BCG Danish 1331 y para preparar una
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curva estandar de cuantificacion. Ademas, con el mismo kit se aisl6 ADN
genomico a partir de las muestras de tejido linfoide previamente homogenizado
obtenido de los terneros desafiados. A cada muestra de 250 pl se le adicioné 180
pl de buffer ATL y 20 pl de proteinasa K Se dio vortex a las mezclas y se
incubaron a 56°C por 20 minutos. Luego, las muestras se centrifugaron a 10000
g durante 1 minuto, se les afadié 8 ul (20 mg/ml) de RNasa, se les dio vortex, y
se incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. Cumplido el tiempo de
incubacion, se les adiciond la solucion de lavado AL en una relacién 1:1 y se
mezclé con vértex. Las mezclas se traspasaron a DNeasy Mini Spin Columns y
se centrifugaron a 13000 g durante 1 minuto. Posteriormente, se les afiadié 500
ul de buffer AW1 y se centrifugaron a 6000 g por 1 minuto. Después, se les
agrego6 500 pl de buffer AW2, y se centrifugaron a una mayor velocidad de 13000
g durantel minuto. Se traspasaron los DNeasy Mini Spin Columns a nuevos tubos
colectores, se les adiciono6 50 pl de buffer AE y se incubaron durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente, se centrifugaron a 13000 g por 1 minuto y se

recupero el eluido que contiene el material genémico.

5.2.1.3 Preparacion Curva Estandar de BCG.

Desde la base de datos del NCBI se obtuvo el tamafio del genoma de la cepa
M.bovis BCG Danish 1330, el cual corresponde aproximadamente a 4.3 Mbp.
Luego, se calculé la masa del genoma en pg utilizando la siguiente férmula
recomendada en el protocolo "Creating Standard Curves with Genomic DNA or

Plasmid DNA Templates for Use in Quantitative PCR" de Applied Biosystems.

21 9
= 1.096e 21 = | = 4.3
m = [n] X e bp rg

Donde:

m = masa
n = tamafo del genoma (bp)
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e-21 = x10-21

Posteriormente, la masa genémica obtenida se dividié por el nUmero de copias
del gen a detectar mediante qPCR, que en este caso fue el gen de la proteina
MPB70 de M. bovis. De esta manera, 4.3 pg de ADN gendémico de M. bovis
contiene 1 copia del gen MPB70. Para calcular la masa del ADN gendmico
necesaria para obtener desde 1x10° hasta 1x10° copias se multiplicé el nimero
de copias por la masa de genoma 4.3 pg. Por otra parte, luego se determing la
concentracion final requerida para la obtencion del nUmero de copias a detectar
del gen MPB70, por lo que se dividié por el volumen a adicionar en la reaccion
de gPCR, que fueron 5 pl.

Numero de Masa de ADN Concentracion
copias del gen gendmico de M. final (pg/ul) de
MPB70 bovis requerida ADN gendémico
(rg)
x 4.3 pg +5ul
1 4.3 0.86
10 43 8.6
100 430 86
1000 4300 860
10000 43000 8600
100000 430000 86000

Tabla 2. Obtencién de la concentracion de ADN gendmico requerido para

la elaboracion de la curva estandar. Fuente: Elaboracion propia.

Finalmente, se realizaron diluciones seriadas del ADN genémico en un volumen

de 100 pl utilizando la formula de volumetria:
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cl vl =c2x*v2

5.2.1.4 Preparacion de Dbacterias E.coli quimiocompetentes vy
transformacién por shock térmico.

Se creci6 un precultivo en medio LB de la cepa bacteriana a transformar durante
12 horas en agitacion a 37°C. Se tomaron 3 ml del precultivo crecido y se
centrifugaron a 6000 rpm por 5 minutos. Se desecho el sobrenadante y se lavd
el precipitado celular 2 veces con 100 ul de CaCl2 100 mM. Finalmente, se
resuspendio el precipitado en 100 pl de CaCl2 100 mM. Se adiciond el plasmido
a transformar (5 - 20 ng) a la suspension bacteriana y se incubé en hielo durante
10 minutos. Se dio un golpe de calor a 42°C durante 2 minutos, y se volvié a
incubar en hielo durante 10 minutos. Después, se adicioné lentamente 600 pl de
medio LB sin antibiético, y se incub6 a 37°C durante 50 minutos. Se sembraron
100 pl de las bacterias transformadas en placas de agar LB suplementado con el
antibiético de seleccién. Las placas se incubaron a 37°C durante 16 hora.

5.2.1.5 Digestion de plasmidos con enzimas de restriccion.

Para la digestion enziméatica se utiliz6 como material de partida ADN plasmidico
a una concentracion final entre 50 y 100 ng/ul, y se emplearon enzimas de
restriccion a razon de 1 Ul por ug de ADN. Las soluciones tampon, la temperatura
de reaccion, asi como otros requerimientos adicionales fueron especificos para
cada tipo de enzima segun las recomendaciones del fabricante. Para cada
reaccion se afadieron de forma secuencial el ADN, la solucion tampon
especifica, el agua estéril hasta completar el volumen final de la reaccion, y
finalmente se agregoé la enzima respectiva. Luego de 3 horas de incubacion a

37°C, la digestion se comprob6 por electroforesis en gel de agarosa al 0.8% (p/v).
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5.2.2 TECNICAS PARA ANALISIS Y MANIPULACION DE PROTEINAS.

5.2.2.1 Precipitacion de proteinas.

Para cada muestra de proteina, se adicion6 0.1 volumen de deoxicolato de
sodio 15 mg/ml, se dio vortex a la mezcla y se incub6 a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Se adicioné 0,1 volumenes de TCA 72 % y se centrifugo a
10000 rpm durante 15 minutos. Se eliminé el sobrenadante, se adiciond 1
volumen de acetona fria, y se centrifugd a 10000 rpm durante 5 minutos. Se
elimind el sobrenadante y el precipitado se secé al aire durante 30 segundos.
Finalmente, el precipitado resultante se resuspendid en agua de biologia

molecular.

5.2.2.2 Electroforesis de proteinas en condiciones reductoras vy
denaturantes .

La electroforesis se realiz6 en una camara vertical Mini Protean 1l (Bio-Rad,
EE.UU) y el gel se preparé segun se indica en la Tabla N°3. La muestra se
mezclé en una proporcion 4:1 con tampon de carga 4x, se calentaron a 100 °C
por 5 minutos y posteriormente se cargaron en gel de poliacrilamida al 12%. La
electroforesis se realiz6 en tampén de corrida, a 120 V dentro del gel
concentrador, y 150 V una vez que el frente de corrida entr6 en el gel separador
(fuente de poder para electroforesis Consort EV202). El revelado del gel se
realiz6 con soluciébn de tincion durante 30 minutos en agitacion lenta.
Posteriormente, los geles se destifieron en solucién de destincién durante toda
la noche en agitacion constante. El nivel de pureza de las muestras se
determind mediante densitometria Optica utilizando un escaner de imagenes
ODYSSEY® CLx (LI-COR Biosciences) y el programa ImageJ.

5.2.2.3 Inmunoidentificacién mediante Western blotting.

La inmovilizacion de proteinas separadas mediante SDS-PAGE se realiz6
sobre una membrana de PDVF Immobilon-P (Merck Millipore, Alemania) en un
equipo de transferencia semi seca (Bio-Rad, EE.UU) a 5.5 mA/cm2 durante 30
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minutos en tampon de transferencia.

Se comprob6 la efectividad de la transferencia de proteinas tifiendo la
membrana con la solucibn de Rojo Ponceau durante 2-5 minutos. Las
membranas se bloquearon con leche descremada al 5 % y posteriormente se
lavaron 3 veces con TBS-T, durante 5 minutos. El tiempo de incubacion para
cada anticuerpo fue de 1.5 horas con agitacion a 25°C. Las diluciones utilizadas
variaron en dependencia de la calidad y especificidad de los anticuerpos. La

membrana se lavé 3 veces con TBS-T, durante10 minutos.

Reactivo Gel separador Gel
6% Concentrador
- 15%
H20 2.6 ml 1.4 ml
Acrilamida 30% / 1 ml 3ml
Bisacrilamida 1%
0.5 M Tris-HCI
pH6.8 1.25 ml
1.5 M Tris-HCI
pH 8.8/ } LS m
SDS 10% 50 pl 60ul
PSA 10% 50 pl 60 pl
Temed 10 ul 12 ul

Tabla 3. Protocolo para la preparacion de gel de poliacrilamida al 15 %.
Fuente: Elaboracion propia.
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Los anticuerpos primarios no conjugados se identificaron en un segundo paso
con anticuerpos algG especificos, conjugados a una sonda fluorescente,
incubando la membrana durante 1 hora en agitacién a 25°C. Los lavados se
repitieron 3 veces. El revelado de la membrana se realiz6 empleando el equipo
Odyssey® CLx (LI-COR Bioscience, EE.UU).

5.2.2.4 Tincién Inversa de Proteinas.

Se prepararon 300 pl de cada quimera con Tampoén reductor de proteinas 4x y
se calentaron en una placa termo regulada a 100 °C durante 8 minutos. Luego,
en un gel preparado con un solo carril se cargaron las muestras completas por
separado y se corrieron en condiciones reductoras y denaturantes. Al finalizar la
electroforesis el gel se desmonto y se lavo con agua destilada durante 15 minutos
en un agitador orbital. Después, el gel se incub6 por 15 minutos con solucion 0.2
M de imidazol, se desecho el imidazol residual y el gel se volvié a incubar por 15
minutos con 0.3 M ZnClz. El gel fue observado sobre un fondo oscuro y se realizé
la extraccion de la banda correspondiente a la proteina de interés. Finalmente,
las banda obtenida se lavo con tampon de corrida de proteinas para eliminar el
ZnCla.

5.2.2.5 Electroelucion de Proteinas.

La banda de la proteina extraida en el protocolo de tincion inversa fue dispuesta
en una membrana de dialisis de 1kDa (Dialysis tubing, benzoylated, Sigma-
Aldrich). Esta membrana fue previamente activada, incubandola durante 10
minutos en solucion EDTA a 50 °C. Posteriormente, se adiciono a la membrana
5 ml de Tampon de corrida de proteinas y fue sellada con pinzas de dialisis.
Luego, lamembrana se dispuso en una camara de ADN (Horizontal Electroforesis
system, Bio-Rad) en sentido perpendicular, y la camara se rellené con 500 ml de
Tampon de corrida de proteinas. Finalmente, la electroelucion se corrié a voltaje

constante de 100V durante 1 hora y 45 minutos a 4°C.
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5.2.2.6 Deteccion de citocinas/quimiocinas en MILLIPLEX®

Se reconstituy6 el concentrado de la curva estandar con 250 ul de agua destilada
provista en el kit y se mezclé bien con vortex durante 20 segundos. A partir de
esta muestra concentrada, se realizaron seis diluciones seriadas de 1/4 también
en agua destilada. Se afiadié 200 ul de tampdn de lavado en cada pocillo de la
placa. Luego, se sello la placa y se mezcl6é en un agitador durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se decanto el tampon de lavado y se eliminé el residual
de todos los pocillos invirtiendo la placa sobre toallas absorbentes varias veces.
Se adicion6 25 pl de cada estandar o control en los pocillos correspondientes. El
tampon de ensayo se us6 como estandar de fondo de 0 pg. Posteriormente, se
adicion6 25 pL de tampdn de ensayo a los pocillos de las muestras, pocillos que
contienen el estdndar de fondo, curva estandar y controles. Se afiadieron 25 pl
de las muestras de cultivo diluidas 1/5y 25 ul de las microesferas premezcladas
en cada pocillo, la placa se sell6 y cubri6 con papel de aluminio, y se dejo
incubando a temperatura ambiente durante 2 horas en agitacion. Luego, se retird
el contenido de los pocillos cuidadosamente y se lavo la placa 3 veces. Se
afiadieron 25 pL de los anticuerpos de deteccion en cada pocillo, se sell6 la placa
y se cubrié nuevamente con papel metalico para incubarla en agitacion durante
1 hora a temperatura ambiente. Se adiciond 25 pL de estreptavidina-ficoeritrina
a cada pocillo y se incubd la placa en las mismas condiciones anteriores, pero
durante 30 minutos. Después, se agreg6 150 uL de Sheath Fluid PLUS a todos
los pocillos. Finalmente, la placa se leyé en Luminex® 200™, HTS, FLEXMAP
3D®, instrumento MAGPIX® con software XPONENT.

5.2.3 TECNICAS PARA CULTIVO DE CELULAS

5.2.3.1 Aislamiento de PBMC.

Bajo un flujo laminar, muestras de sangre de 25 ml colectadas con EDTA fueron
diluidas en relacion 1:2 con PBS estéril y centrifugadas a 1000 rpm, durante 15
minutos a 4 °C. Se decant6 cuidadosamente el sobrenadante y se adicioné 35 ml

de solucion de lisis de eritrocitos con la que se resuspendio el pellet evitando
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formar burbujas. Luego, se incubd el pellet con la solucién de lisis durante 10
minutos a temperatura ambiente. Cumplido el tiempo de incubacion, se centrifugé
a 1000 rpm durante 15 minutos a 4 °C. Después, se eliminé el sobrenadante que
contenia a los eritrocitos y las PBMCs se lavaron 3 veces con tampon PBS.

5.2.3.2 Congelacion.

El medio de congelacion fue previamente refrigerado para mantenerlo a
temperatura entre los 2-4 °C. Las células se resuspendieron en el medio de
congelacion frio a una concentracion de 3x10°8 células/ml. La suspensién celular
se dispensé en criotubos (Nalgene, EE.UU), los cuales se incubaron a -20 °C
durante 3 horas, para luego pasarlas a -80 °C y finalmente almacenarlas en un

tanque de nitrégeno liquido.

5.2.3.3 Descongelacién.

El proceso se realizé de forma rapida, descongelando el &mpula que contenia las
células en un bafio a 37°C. El contenido se llevo a un tubo de 15 ml y se le
adicionaron 5 ml de medio RPMI, se centrifug6é a 1.000 g durante 5 minutos. El
sobrenadante se descarté y el precipitado celular se resuspendié en medio RPMI
suplementado con suero. Las células se sembraron placas de cultivo de 100 mm
(Costar, EE.UU) y se incubaron a 37°C, en presencia de CO2 al 5% y con una
humedad relativa (HR) del 95%.

5.2.3.4 Conteo de células.

Se prepard una dilucién 1:2 de la suspension celular a analizar en solucién de
azul de tripan. Se aplicoé en la camara de Neubauer una cantidad suficiente para
cubrir la superficie cuadriculada de la misma, y se contaron solo las células
negativas al azul de tripan situadas en los 4 cuadrantes de la camara, mediante
observacion al microscopio éptico. La concentracion de células se obtuvo a partir

de la siguiente formula:
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Células  (N° Celulas X diluciéon x 10'000)
mL 4

5.2.4 PRODUCCION DE ANTIGENOS QUIMERICOS qTBA-16MRA Y qTBA-
85ESAT

5.2.4.1 Disefioy clonamiento de los genes que codifican paralos antigenos
quiméricos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT.
Se obtuvieron las secuencias de aminoacidos de las proteinas AcR, Rv2660c,
Ag85b y ESAT6 de Mycobacterium bovis desde la base de datos del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica o NCBI. A partir de estas secuencias, se
disefiaron dos moléculas quiméricas denominadas gTbA-16MRA (AcR vy
Rv2660c) y qTbA-85ESAT (Ag85b y ESAT6), cada una conformada por dos de
las proteinas anteriormente mencionadas. En el extremo N-terminal de cada
quimera se adiciond el antigeno AcR y Ag85b separandolo del segundo antigeno
Rv2660c y ESAT6 respectivamente, mediante un tandem de cuatro secuencias
espaciadoras SGGGG. En el extremo C-terminal de las quimeras se afiadié otro
espaciador SGGGG repetido dos veces y una secuencia de seis histidinas para
facilitar el proceso de purificacibn e inmunodeteccion de ambas proteinas
quiméricas. Posteriormente, se disefiaron los genes codificantes de las dos
guimeras, utilizando una optimizacion de codones para la expresion en E. coli.
Finalmente, las secuencias codificantes fueron sintetizadas y clonadas en dos
vectores de expresion pET-22b(+) de Novagen, en los sitios de restriccion
flanqueados por las enzimas Ndel y Xhol. La sintesis y clonamiento de ambos

genes lo realizé la empresa Genscript®.

5.2.4.2 Andlisis de restriccion de los plasmidos sintetizados.
Los plasmidos que contienen los genes codificantes para las proteinas qTbA-
16MRA y qTbA-85ESAT se transformaron mediante shock térmico en la cepa

TOP10 de E. coli, y luego las transformaciones se sembraron en placas de medio
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LB sdlido suplementado con ampicilina. A partir de las colonias aisladas
obtenidas de cada transformacion, se inocularon cultivos de 20 mL de medio LB
suplementado con ampicilina 100 pg/mL, y se crecieron a 37°C durante 12 horas.
Se aislo el ADN plasmidico de cada cepa transformada con los pldsmidos que
codifican para las proteinas quiméricas utilizando el kit E.Z.N.A.® Plasmid DNA
Mini Kit (Omega). Los plasmidos obtenidos fueron cuantificados en un equipo
SPECTROstar NANO (BMG LABTECH, Alemania) y luego digeridos con las
enzimas de restriccion Pvull y Bglll durante 3 horas a 37°C. Las digestiones

fueron analizadas mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

5.2.4.3 Expresion de los antigenos quiméricos.

Los plasmidos que contenian los genes codificantes para las proteinas qTbA-
16MRA y qTbA-85ESAT se transformaron mediante shock térmico en la cepa
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL de E. coli, y las transformaciones se sembraron en
placas con agar LB suplementado con ampicilina. Luego, se inoculé una colonia
de cada transformacién en dos indculos de 500 ml de medio TB con las cepas
BL21/pET-Ag85bESAT6 y BL21/ pET-AcrRv2660c y se incubaron durante 12
horas a 37°C en agitacion. Al dia siguiente, se midi6 la DO600nm de los
precultivos y se emplearon para inocular un biorreactor (Labfors 5, INFORS HT)
que contenia 5 L de medio TBAI a una DO600nm inicial de 0.1. El proceso de
autoinduccion se realizé durante 12 horas a 37°C y en agitacion a 500 rpm.
Finalmente, se realizé la cosecha de las biomasas bacterianas utilizando una
centrifuga SORVALL RC 6+, a 10000 rpm durante 5 minutos.

5.2.4.4 Ruptura celular y extracciéon de los cuerpos de inclusién.

Las biomasas bacterianas recuperadas de las fermentaciones de ambas
proteinas quimeéricas se resuspendieron en una relacion de 100 g/L en Tampon
de Ruptura especifico para cada una. En ambos casos se aseguro que la solucion
utilizada tuviese un pH equivalente al punto isoeléctrico de cada quimera (8.86
para qTbA-16MRA y 5.95 para qTbA-85ESAT). Esto ultimo se realizé con el
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propésito de asegurar que ambas proteinas quedaran en la fraccion insoluble
después de la ruptura celular. Posteriormente, ambas suspensiones celulares se
sometieron a 8 pases de ruptura en un molino de perlas (KDL A, Dyno-Mill). Las
fracciones solubles e insolubles obtenidas a partir de la ruptura de cada biomasa
se separaron mediante centrifugacion a 10000 rpm durante 30 minutos. Luego,
se evalud la expresion de ambos antigenos mediante SDS-PAGE en

poliacrilamida al 15% y Western blot utilizando el anticuerpo Anti-histidina.

5.2.4.5 Lavado de los cuerpos de inclusion.

Los cuerpos de inclusion que contienen a las proteinas quiméricas qTbA-16MRA
y qTbA-85ESAT se sometieron a 3 rondas de lavados con el propdsito de "semi-
purificar” ambas fracciones para eliminar contaminantes y obtener un alto
porcentaje de recuperacion de cada proteina al final del proceso. Los lavados y
también la resuspension final de los cuerpos de inclusion se realiz6 bajo
condiciones estériles en un flujo laminar. Ademas, todas las soluciones se
esterilizaron mediante microfiltracion en filtros de 0,2 um. Cada ronda de lavado
consisti6 en 3 pasos: 1) resuspension de los cuerpos de inclusion en su
respectivo Tampon de Lavado, 2) homogenizacion de los cuerpos de inclusion
resuspendidos utilizando un equipo Ultra-Turrax T25, a 25000 rpm durante 5
minutos, y 3) centrifugacion de los cuerpos de inclusion homogenizados a 12000
rpm por 15 minutos. Por ultimo, los cuerpos de inclusion se resuspendieron en

Tampon de resuspension final.

5.2.4.6 Cuantificacion y determinacion del nivel de pureza de las proteinas
guiméricas qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT.

Se realizo la cuantificacion de los cuerpos de inclusion de cada quimera mediante

SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 15% utilizando una curva estandar de la

proteina comercial hIFNa con concentracién conocida. Se prepararon cinco

diluciones seriadas en base 2 del hIFNa: 50 pg/ml, 100 ug/ml, 200 ug/ml; 75

pg/ml, 150 pg/ml. Luego, se realiz6 una dilucién del antigeno qTbA-16MRA: 1/15
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y del qTbA-85ESAT: 1/8. A todas las diluciones preparadas se les adiciono
Tampon Reductor de Proteinas y después las muestras se calentaron en una
placa térmica a 100 °C durante 5 minutos. Se cargaron 15 pL de cada dilucién de
la curva y de los antigenos, y se realiz6 la electroforesis. Consiguientemente, el
gel se tifid en agitacion con Solucién de Tincion por 30 minutos y se destifid con
Solucion de Destincion durante la noche. Finalmente, el gel se escane6 en un
equipo ODYSSEY® CLx (LI-COR Biosciences) y se realiz6 un analisis
densitométrico utilizando el software ImageJ para la cuantificacion y
determinacién del nivel de pureza de ambas proteinas en forma de cuerpos de

inclusion.

5.2.4.7 Purificacién de las proteinas quiméricas qTbA-16MRA y qTbA-
85ESAT mediante electroelucion.

Los cuerpos de inclusion que contienen a las proteinas qTbA-16MRA y qTbA-
85ESAT se separaron mediante SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 15% en
condiciones reductoras y denaturantes. Posteriormente, los geles se tifieron
mediante Tincion Inversa y se extrajeron las bandas correspondientes a las
proteinas quiméricas. Luego, las bandas extraidas que contienen a cada
antigeno quimeérico se electroeluyeron con Tampon de Corrida de Proteinas en
una membrana de dialisis de 1 kDa (Sigma Aldrich, Alemania) la que fue
previamente activada. La electroelucién se realiz6 a 150 V durante 12 horas a
4°C. Finalmente, el producto de cada electroelucion se analiz6 mediante SDS-
PAGE y Western blot.

5.2.5 EXPERIMENTOS EN MODELOS ANIMALES.

El uso y manipulacion de animales de experimentacion se realiz6 mediante la
previa aprobacion y segun las estrictas normas de bienestar animal establecidas
por el Comité de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Veterinarias,

Universidad de Concepcion.
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5.2.5.1 Ensayo de inmunizacion en caprinos.
5.2.5.1.1 Conformacién de grupos experimentales y preparaciéon de
formulaciones vacunales.

Se utilizé un total de 20 cabras criollas, provenientes de predios certificados libres
de tuberculosis bovina de la regién del Nuble, con las cuales se conformaron
cuatro grupos experimentales con cinco animales cada uno. Los grupos se
organizaron al azar en corrales independientes, se les mantuvo con régimen de
alimentacion en base a forraje/concentrado, y de agua fresca ad libitum. De
manera semanal, a cada animal se le realizé un examen clinico general con
registro de pardmetros fisiolégicos basicos (temperatura rectal, FC, FR) y de

signos patoldgicos aparentes.

Se prepararon cuatro formulaciones vacunales diferentes para inmunizar a los
animales de cada grupo experimental. Para esto se utilizé un equipo Ultra-Turrax
T25, con el que se homogeneizaron las emulsiones a una velocidad de 24000
rpm durante 30 minutos en hielo. Todas las formulaciones se prepararon en una
relacion de 60% fase acuosa (Tampon PBS con o sin antigenos) y 40% fase
oleosa (adyuvante Montanide ISA 763 A VG). A cada animal se le administrd 2

ml de la formulacion correspondiente.

De acuerdo con la formulacion que se administré a las cabras, los grupos

experimentales quedaron conformados de la siguiente manera:

G1: Formulacion Placebo (preparado con proteinas contaminantes de E.
coli)

G2: Formulacion DIVA (50 pg qTbA-16MRA/ 50 pg qTbA-85ESAT)

G3: Formulacion DIVA IFNa (50 ug qTbA-16MRA / 50 ug qTbA-85ESAT/
20 ug IFNa)

G4: Formulaciéon DIVA TNFa (50 ug qTbA-16MRA / 50 pg qTbA-85ESAT/
20 ug TNFa)
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El esquema de inmunizacion empleado en los animales se describe en la figura

2 a continuacion:

. S0 S4 S5 S16
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Figura 2. Esquema de inmunizacion en cabras. El ensayo de inmunizacion
comenzo en la semana 0 donde a los grupos experimentales se les administré
una dosis de la formulacion correspondiente, por via intramuscular en su
miembro posterior izquierdo. En la semana 4 del experimento todos los animales
recibieron un booster con la misma formulacién. Aproximadamente, 3 meses
después de la dltima vacunacion (semana 16), se aplic6 una prueba de
tuberculina ano caudal a todos los grupos. Ademas, a cada cabra se le tomaron
muestras de sangre en intervalos de 7 dias desde el inicio hasta el término del
ensayo. La coleccion de estas muestras se realizé con vacutainers con
anticoagulante de heparina de litio, los que se centrifugaron en el laboratorio a
1000 rpm a temperatura ambiente para la obtencion del plasma. Las muestras de
plasma fueron almacenadas a -80°C para su posterior analisis mediante técnicas
de inmunodeteccion (ELISA y Western blot). Fuente: Elaboracion propia.
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5.2.5.1.2 Evaluacion de la respuesta de anticuerpos inducida por la
vacunacion en cabras.

La respuesta de anticuerpos generada por los animales inmunizados con las

distintas formulaciones vacunales se evalué mediante ELISA indirecto. Para esto,

se utilizaron los plasmas obtenidos de las muestras de sangre colectadas entre

la semana 0 y 5 del esquema de inmunizacion. A partir de ellas se estimaron los

titulos de anticuerpos IgG totales inducidos por las formulaciones.

Con los antigenos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT solubilizados se recubrieron
placas EIA/RIA de 96 pocillos (Corning®) con cada uno por separado a una
concentracion de 10 pg/ml en Tampén de Recubrimiento, y se incubaron durante
la noche a 4°C. Al dia siguiente, los pocillos recubiertos con los antigenos se
bloquearon con 300 puL de Tampdn de Bloqueo durante un tiempo de 2 horas a
37°C. A continuacion, se adicionaron 100 pL/pocillo de los plasmas preparados
en diluciones seriadas en base 5 en Tampon de Bloqueo y se incubaron durante
2 horas a 37°C. Posteriormente, los pocillos se incubaron durante 1 hora a 37°C
con 100 pL de un anticuerpo Anti-goat HRP preparado en una dilucién 1/5000 en
Tampon de Bloqueo. Los pocillos se lavaron cuatro veces con 300 uL de Tampén
de Lavado ELISA entre cada paso de incubacién. Finalmente, los pocillos fueron
revelados mediante la adicion de 100 pL de sustrato OPD y se incubaron por 15
minutos en oscuridad. La reaccion se detuvo con 50 puL de H2SO4 25 M y
posteriormente las placas se leyeron en un espectrofotometro SPECTROstar
Nano (BMG LABTECH, Alemania) a una longitud de onda de 492 nm. Los titulos
de anticuerpos por animal se definieron como la mayor diluciéon que cumpla con

el criterio indicado en la siguiente formula:

[pDO,, =2 xpDO;]

Dénde:
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pDOn es el promedio de las densidades opticas obtenidas de las muestras
de plasma colectadas durante todo el ensayo de inmunizacion.

pDO; es el promedio de las densidades Opticas obtenidas para las
muestras de plasma colectadas en la semana O del ensayo de

inmunizacion.

5.2.5.1.3 Evaluacion de lainterferencia de las formulaciones vacunales
contra bPPD y la prueba de tuberculina.

En primer lugar, se evalu6 si las formulaciones vacunales basadas en las

quimeras qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT generaron anticuerpos que reconozcan

a antigenos del bPPD aplicado en la prueba de tuberculina. Para esto, se

separaron mediante SDS-PAGE el bPPD (100 ug/pocillo) y las proteinas (3

pg/pocillo).

Luego, las proteinas se transfirieron desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa, y esta ultima se incub6 durante 2 horas a 4°C con las muestras de
plasma de la semana 0 y 5 del esquema de vacunacién, preparadas en una
dilucién 1/200 en Tampén de Bloqueo. Culminado el tiempo de incubacion, se
adiciono6 el anticuerpo Anti-goat Alexa fluor 790 en dilucién 1/5000 y se incub6
por 1h a 4°C. Entre cada paso de incubacion, las membranas se lavaron 3 veces
en agitacion durante 5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se realizé el
revelado de las membranas en un equipo ODYSSEY® CLx (LI-COR
Biosciences). Ademas, se realiz6 también un Western blot sin muestras de
plasma de ningun animal, con el propdsito de verificar la especificidad de
reconocimiento de los anticuerpos presentes en las muestras contra el bPPD y
las quimeras. Por lo mismo, es que las membranas se incubaron con los
anticuerpos goat Anti-bovino /Anti-goat Alexa 790 nm o solo con el secundario
Anti-goat Alexa 790 nm.

Por otra parte, también se evaluo si la respuesta celular inducida por las

formulaciones DIVA interferia o no con el diagnostico de la tuberculina. Para ello,
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se contd con la colaboracién de un Médico Veterinario acreditado por el SAG,
quien fue el responsable de realizar una prueba de tuberculina PAC a las cabras
en la semana 16 del esquema de vacunacion (Figura 2) y también de realizar la
posterior lectura de la prueba. De forma especifica, a cada animal se le inocularon
100 pl de bPPD de forma intradérmica en la zona del pliegue derecho de la base
de la cola. Mediante inspeccidn visual, se confirmd la correcta administracion del
bPPD con la aparicion inmediata de una pequefia papula en el sitio de inyeccion.
Posteriormente, a las 72 horas después de la aplicacion del bPPD, se procedi6 a
realizar la lectura de la prueba utilizando un caliper digital que permite medir en
milimetros el grosor de la region inoculada. La determinacién de si un animal es
reactor o no a la prueba de tuberculina se realizé6 comparando el grosor de la
zona antes y después de la administracién del bPPD:

Animal negativo = [med; — med;| < 3mm
Animal reactor = |[med; — med;] > 3mm
Donde:
med; es el grosor de la piel previo a la inoculacion del bPPD.

meds es el grosor de la piel 72 horas posterior a la inoculacion del
bPPD.

Por lo tanto, si la diferencia entre cada medicion fue menor a 3 mm el animal se

considera negativo, y si fue mayor o igual a 3 mm se considera reactor.

5.2.5.2 Ensayo de inmunizacion y desafio en terneros.

5.2.5.2.1 Conformacion de grupos experimentales y preparacion de
formulaciones vacunales.

Se conformaron 5 grupos experimentales, cada uno con 5 terneros de edad

promedio entre 5 y 6 meses, provenientes de la empresa MANUKA de la region

de Los Lagos. Los animales se organizaron al azar y se distribuyeron en corrales
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independientes. De igual manera que en el ensayo en cabras, a todos los
terneros se les realiz6 un seguimiento clinico con registro de parametros
fisioldgicos y patologicos desde el inicio hasta el término del experimento. Para
el ensayo de inmunizacion, se prepararon un total de cinco formulaciones
vacunales (DIVA, DIVA IFNa, DIVA TNFa, Placebo y BCG). Para las tres
primeras formulaciones se siguié el mismo protocolo implementado en el
experimento con cabras. Se mantuvo una relacién 60:40 de la fase acuosa y la
fase oleosa, y a cada animal se le administr6 2 ml. La quinta formulacion se
preparé en base a la vacuna comercial BCG diluida en Tampon PBS a una
concentracion final de 1x106 UFC/ml, de la cual se inoculé 0.5 ml por animal. A
cada grupo se le administré una formulacién en particular, por lo que los grupos

establecidos fueron los siguientes:

G1: Formulacioén placebo (preparado con proteinas contaminantes de E.
coli).

G2: Formulacion DIVA (100 pg qTbA-16MRA/ 100 pg qTbA-85ESAT).
G3: Formulacién DIVA IFNa (100 ug qTbA-16MRA/ 100 ug qTbA-85ESAT/
20 ug IFNa).

G4: Formulacion DIVA TNFa (100 ug gTbA-16MRA/ 100 pg qTDbA-
85ESAT/ 20 ug TNFa).

G5: Formulacién BCG (5x10° UFC).

El esquema de inmunizacion empleado en los terneros se describe en la figura 3

a continuacion:
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Figura 3. Esquema de inmunizacién y desafio en terneros. En la semana 0
del experimento se comenzd con la vacunacion de todos los individuos. En los
grupos Placebo y DIVAs se administraron 2 mL de las formulaciones por via
intramuscular en la zona de la tabla del cuello. Los animales del grupo BCG
recibieron 0.5 mL de la formulacién por via subcutanea en la tabla cuello. En la
semana 4 del esquema de inmunizacion, el grupo Placebo y todos los grupos
DIVA recibieron un refuerzo con las mismas vacunas a igual dosis. No obstante,
a los terneros del grupo BCG se les administrd dosis Unica, sin revacunacion. En
la semana 11, a todos los individuos se les aplicé una prueba de tuberculina ano-
caudal (PAC) con el propésito de evaluar interferencia de los antigenos
guiméricos con el diagndstico in vivo realizado en los animales. Por dltimo, en la
semana 13 los terneros se desafiaron intranodalmente con la misma cepa BCG
utilizada en la inmunizacion, pero a dosis mayores, y a los dos meses posteriores
se realizd la coleccion quirtrgica de los linfonodo retados. Cada 7 dias se
tomaron muestras de sangre para caracterizacion de la respuesta de anticuerpos

inducida por las formulaciones vacunales. Fuente: Elaboracion propia.
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5.2.5.2.2 Preparaciéon de BCG para desafio.

Se prepararon un total de 27 dosis de 0.5 ml de la vacuna BCG Danish 1331 para
realizar el ensayo de desafio en terneros. Dos bulbos liofilizados de la vacuna
BCG se resuspendieron bajo condiciones estériles en 1 ml de Tampdén PBS,
quedando a una concentracion final de 1.5x10° UFC/ml cada uno. Se juntaron los
dos volumenes de BCG reconstituidos (2 ml) y se diluyeron a un volumen final de
13.5 ml en Tampoén PBS estéril. Finalmente, se prepararon dosis de 0.5
ml/animal, cada una con 2.2 x 108 UFC. Las formulaciones se mantuvieron a 4°C

hasta su administracion en los animales.

5.2.5.2.3 Desafio intranodal en terneros.

El ensayo de reto de los terneros se realizé en la semana 13 del esquema de
inmunizacion de los animales. Los terneros fueron derribados y contenidos en
posicion decubito lateral derecho para localizar el linfonodo preescapular
derecho, mediante palpacion y con ayuda de un ecografo Mindray y transductor
convexo de 3,5 MHz. Una vez localizado, con una jeringa de 2.5 ml y aguja de
23 G se instilé 0.5 ml del preparado de BCG (2.2 x108 UFC) en el centro del
linfonodo (figura 4). Los terneros no fueron anestesiados para realizar este
procedimiento, por lo que, una vez realizado el procedimiento, estos fueron

reincorporados y devueltos a sus respectivos corrales.
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Figura 4. Imagenes del procedimiento del modelo de desafio. (A y B)
Localizacién del linfonodo preescapular derecho mediante palpacion y medicion
con un caliper digital. (C) Localizacién ecoguiada del linfonodo preescapular
derecho para realizar la instilacion de la cepa BCG directo en el centro del tejido.
Cruz en azul demarca el largo y ancho del linfonodo preescapular, el que a la
ecografia se distingue con baja y homogénea ecogenicidad propia de tejidos

ganglionares normales. Fuente: Elaboracién propia.

5.2.5.2.4 Coleccién quirargica de linfonodos desafiados.

Mediante un abordaje quirdrgico, en la semana 20 del ensayo de inmunizacion
se realizd la extraccion de los linfonodos preescapulares desafiados. Los
animales fueron contenidos y derribados a través de la administracion de Xilacina
2% (dosis de 0.1 mg/Kg de peso) y Ketamina 10% (dosis de 2.2 mg/kg de peso)
por via endovenosa en la vena yugular. Se obtuvo un plano anestésico grado Il,

el que se asocio con anestesia infiltrativa (10 ml de Vetacaina 2%) con alcance
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subcutaneo e intramuscular en la zona del contorno del linfonodo preescapular
derecho. Se esper6 5 minutos para que la anestesia lograra su efecto. A
continuacion, se realizd una incisidbn sobre la piel de la zona preescapular
derecha siguiendo la linea de la fibra muscular. Se separaron las distintas capas
cutaneas, fascias y musculo esternocleidomastoideo, para exponer de forma
completa al linfonodo, eliminando tejido conectivo y grasa adherida a este. Luego,
se buscaron los vasos sanguineos (arteria y vena) que irrigan la zona para
realizarles transfixion con sutura absorbible de monofilamento 2/0 y evitar alguna
hemorragia durante el procedimiento. Una vez extraido el linfonodo, las capas
musculares se cerraron con punto en X y candado de Ford. La piel se cerré con
punto simple discontinuo utilizando sutura absorbible monofilamento N°1 y
grapado. Finalmente, a todos los terneros se les administrd antibiotico

oxitetraciclina en dosis de 20 mg/kg de peso y fenilbutazona 1 ml/27 kg.

5.2.5.2.5 Evaluacién de la respuesta de anticuerpos inducida por la
vacunacion en bovinos.
La respuesta de anticuerpos IgG totales generada por los animales inmunizados
con las formulaciones vacunales se evalué mediante ELISA utilizando muestras
de plasma sanguineo obtenidas entre la semana 0 y 5 del esquema de
inmunizacién. Con los antigenos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT solubilizados,
se recubrieron placas EIA/RIA de 96 pocillos (Corning®) con ambas proteinas a
una concentracion de 10 pg/ml en Tampén de Recubrimiento, y se incubaron
durante la noche a 4°C. Al dia siguiente, los pocillos se bloquearon con 300 ul de
Tampon de bloqueo durante 2 horas a 37°C. Se prepararon pools con los
plasmas de cada grupo experimental por separados y se les realizaron diluciones
seriadas en base 4 en Tampén de Bloqueo. Se adicionaron 100 pul/ pocillo de
cada dilucion y se incubaron durante 2 horas a 37°C. Posteriormente, los pocillos
se incubaron durante 1 hora a 37°C con 100 pl de un anticuerpo Anti-bovino HRP
preparado en una dilucién 1/10000 en Tampdn de Bloqueo. Entre cada paso de

incubacion los pocillos se lavaron cuatro veces con 300 pl de Tampdn de Lavado.
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Finalmente, los pocillos se revelaron con 100 ul de sustrato OPD y se incubaron
por 15 minutos en oscuridad. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 pL
de H2S04 2.5 M y luego las placas se leyeron en un espectrofotometro a una
longitud de onda 492 nm. El criterio para determinar los titulos de anticuerpos fue

el mismo utilizado en los experimentos con cabras.

5.2.5.2.6 Evaluacion de la interferencia de las formulaciones vacunales
contra bPPD y la prueba de tuberculina.

Al igual que en los ensayos en cabras, en terneros también se evalud si las
formulaciones vacunales basadas en las quimeras gTbA-16MRA y QqTbA-
85ESAT generaron anticuerpos que reconozcan a antigenos presentes en el
bPPD. Para esto, mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida se cargaron
100 pug del bPPD y 5 pg de cada quimera. Luego, las proteinas fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa que se incubaron durante 2 horas a 4°C con
Tampon de Blogueo. Consiguientemente, las membranas se incubaron con
muestras de plasma preparadas en una dilucién 1/200 en Tamp6n de Bloqueo,
las que se obtuvieron en la semana 0 y 5 del esquema de vacunacion realizado
en terneros. Culminado el tiempo de incubacion, se adiciond el anticuerpo goat
Anti-bovino en diluciébn 1/2000 y se incubd a 4°C por 2 horas. Después, se
incubaron las membranas con el anticuerpo Anti-goat Alexa fluor 790 nm a una
dilucion de 1/5000 durante 1 hora a 4°C. Entre cada paso de incubacion, las
membranas se lavaron 3 veces en agitacion, durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Finalmente, se realiz6 el revelado de las membranas en un equipo
ODYSSEY® CLx (LI-COR Biosciences).

Adicionalmente, se realizé una prueba de tuberculina a todos los terneros en la
semana 11 del esquema de vacunacion, con el objetivo de evaluar si la respuesta
celular inducida por las formulaciones DIVA, interferian o no con el diagnoéstico.
La aplicacion y posterior lectura de la prueba se realizé con la ayuda de un
Médico Veterinario acreditado por el SAG. El procedimiento de administracion de

la tuberculina en terneros fue el mismo que se usé en cabras. Asi, a cada animal
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se le inoculd por via intradérmica 0.1 ml del bPPD en la zona del pliegue derecho
de la base de la cola. Posteriormente, a las 72 horas de aplicada la PAC se
procedio a realizar la lectura de la prueba utilizando un caliper digital que permite
medir en mm el grosor de la region inoculada. Se determind si los animales fueron
0 no reactores a la tuberculina siguiendo el mismo criterio planteado en la férmula

descrita en el ensayo realizado en caprinos.

5.2.5.2.7 Evaluacion de la respuesta celular inducida por la vacunacion en

terneros.

5.2.5.2.7.1Deteccion de marcadores celulares mediante citometria de flujo.
Se aislaron PBMCs a partir de muestras de sangre colectadas con anticoagulante
en la semana 5 del ensayo de inmunizacion realizado en terneros. Se sembraron
placas con 5x10° PBMC/pocillo en triplicados, y se estimularon durante 5 dias a
37°C y 5% COz2, con 10 ug de la mezcla de los antigenos qTbA-16MRA y qTbA-
85ESAT purificados. Como control positivo de la estimulacion se utilizé
concanavalina A con concentracion de 5 pg/ml. Terminado el tiempo de
estimulacién las células se recuperaron mediante un paso de centrifugacion a
450 g durante 5 minutos. Las células se resuspendieron con BSA 3% y se
marcaron con los anticuerpos mouse Anti-CD4 bovino y Anti-CD8 bovino en
dilucion 1/5 y 1/25, respectivamente durante 30 minutos a 4°C. Luego, a las
mezclas se les afiadié el anticuerpo secundario Alexa fluor 647 y se incubd
durante 15 minutos a 4 °C. Transcurrida la incubacion, se eliminé el sobrenadante
y las células se lavaron con BSA 3%. Posteriormente, se afiadié el anticuerpo
Anti-CD44 bovino (FITC) preparado en una diluciéon de 1/500 y se incubé durante
15 minutos a 4°C. En cada paso de incubacion con anticuerpos, los tubos se
protegieron de la luz cubriéndolos con papel metalico. A las muestras se les
realizo una resuspension final con 1 ml de solucion con BSA 1%. Finalmente, las
muestras se analizaron en el equipo ATTUNE NxT Flow Cytometer donde
primero se seleccionaron las poblaciones de linfocitos y las células individuales.

Posteriormente, se seleccionaron los marcadores extracelulares Alexa fluor 647
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y FITC con los que se tifieron las células (figura 10). Los datos obtenidos desde

la citometria se analizaron con el software FloJo V10.

5.2.5.2.7.2Deteccién de citoquinas proinflamatorias mediante MILLIPLEX®.
Los medios de cultivos recuperados desde la estimulacién de las PBMCs con los
antigenos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT se utilizaron para detectar la secrecion
de citoquinas proinflamatorias inducidas por la vacunacion en terneros. Para
esto, se utilizd el kit comercial MILLIPLEX® (Bovine Cytokine/Chemokine
Magnetic Bead Panel 1) con el que se identificaron las citoquinas IFNy, TNFa, e
IL-17A. Las muestras con los medios de cultivos se diluyeron 1/5 en medio RPMI
para luego ser analizadas en la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.
El ensayo se desarrollé de acuerdo con el protocolo establecido por la empresa
fabricante del kit. Finalmente, las muestras se analizaron empleando el equipo
MAGPIX® con el software xPONENT®.

5.2.5.2.8 Evaluacion de la capacidad protectora de las formulaciones

vacunales.

5.2.5.2.8.1Cuantificacion mediante gPCR de la carga bacteriana en

linfonodos desafiados.

5.2.5.2.8.1.1 Preparacion curva estandar.

Se prepar6é una curva estandar de cuantificacion a partir del ADN genémico
extraido de la vacuna BCG Danish 1331con el kit Dneasy blood & amp; tissue kit
(250), Rca, (Qiagen). La curva se realiz6 de acuerdo con el protocolo
recomendado por Applied Biosystems: "Creating Standard Curves with Genomic
DNA or Plasmid DNA Templates for Use in Quantitative PCR".

5.2.5.2.8.1.2 Procesamiento del tejido linfoide y extraccién de ADN total.

A partir de los linfonodos preescapulares desafiados con BCG de los terneros se
desarrolld6 una PCR cuantitativa para evaluar la capacidad protectora inducida
por la vacunacion de los animales con las formulaciones que incluian a los

antigenos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT. Los tejidos primero se diseccionaron
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en fragmentos pequefios y se procesaron en condiciones estériles
sumergiéndolos a razén de 1 mg/ml en Tampon PBS. Posteriormente, se realiz
la homogenizacion de los tejidos utilizando el kit de lisis CK14 que incluye perlas
de circonio de alta eficiencia. Para el proceso de homogenizacion se us6 un
equipo Precellys 24 Tissue Homogenizer el cual fue configurado para realizar 3
ciclos de ruptura de 20 segundos cada uno, a una velocidad de 6800 rpm. Una
vez culminada la homogenizacion de todos los tejidos, se extrajo ADN total de
todas las muestras con el kit Dneasy blood & amp; tissue kit (250), Rca, (Qiagen).
Finalmente, se cuantifico el ADN obtenido a partir de cada muestra de tejido en
el equipo SYNERGY HTX, Multi Mode Reader, Biotek.

5.2.5.2.8.1.3 Ensayo de gPCR.

Se realiz6 una PCR cuantitativa con las muestras de ADN obtenidas a partir del
procesamiento de los linfonodos desafiados con BCG y con la curva estandar
preparada de la cepa BCG Danish 1331. El objetivo de este ensayo fue
determinar el nimero de copias del gen MPB70 de M. bovis en cada muestra de
tejido como indicador de proteccion. De este modo, con el kit QuantiFast SYBR®
Green PCR vy los partidores MPB70-Forward (CTC AAT CCG CAA GTA AAC
CTG GTG) y MPB70-Reverse (GTC AGC AGT GAC GAA TTG GTC TTG)

sintetizados por la empresa IDT se realiz6 el gPCR utilizando las siguientes

condiciones:
Composicion de lareaccion Protocolo de la reaccion
Master Mix: 1X (5 pl) 1) Hot Start: 95 °C, 10 min
Partidores F+R: 10 uM (0.6 pl) 2) Denaturacion: 95°C, 15 seg
ADN: 50 ng 3) Alineamiento: 58°C, 1 min
H20 de biologia molecular: 3.4 ul 4) Extensién: 72°C, 30 seg
Volumen final: 10 pl 5) 30 repeticiones desde paso 2

Fuente: Elaboracion propia.
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5.2.6 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de todos los datos obtenidos en este trabajo de tesis
doctoral se realiz6 mediante la versién para Windows del software GraphPad
Prism V8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Se utilizé ANOVA de dos vias para comparar la respuesta de anticuerpos
inducida por las formulaciones vacunales a diferentes tiempos de inmunizacion.
Los resultados obtenidos en los ensayos in vitro (identificacion de poblaciones
celulares y la deteccion de citoquinas), se utilizd la prueba t-Student para
muestras independientes y ANOVA de una via para comparaciones multiples.
Los datos obtenidos en los experimentos para evaluar interferencia entre las
formulaciones DIVA y la prueba de tuberculina se evaluaron mediante la prueba
exacta de Fisher, mientras que los resultados de los ensayos de proteccidn
mediante ANOVA de una via. Para todas las pruebas estadisticas utilizadas se
utilizé un intervalo de confianza del 95%, por lo que, se consideraron diferencias
estadisticamente significativas cuando: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Por
altimo, los graficos presentados en este trabajo se construyeron con Microsoft
Excel 365 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) y GraphPad Prism
v8.0.1.
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6 RESULTADOS

6.1 Secuencias génicas codificantes para las proteinas quiméricas qTbA-
16MRA y qTbA-85ESAT.

A partir del disefio de las secuencias codificantes se obtuvieron dos quimeras,
qTbA-16MRA y (TbA-85ESAT, cada una conformada por dos proteinas
altamente inmunogénicas de Mycobacterium bovis, AcR-Rv2660c y Ag85b-
ESAT6, respectivamente. Los antigenos que componen cada quimera se unieron
a través de un espaciador conformado por residuos de serinas y glicinas.
Ademas, al final de cada secuencia se observa una secuencia de seis histidinas
que fue incorporado para facilitar su proceso de purificacion (figura 5A y 6A).
Como resultado del clonamiento de cada secuencia codificante en el sitio de
restriccion de las endonucleasas Ndel y Xhol del plasmido pET-22b(+), se
obtuvieron dos vectores de expresion denominados pET-AcRRv2669c de 6419
bp y pET-Ag85bESAT6 de 6737 bp (figura 5B y 6B).

A ambos vectores se les realizé un chequeo de restriccion con la finalidad de
corroborar la identidad de las secuencias sintetizadas. Para esto, cada uno se
digirié6 con las enzimas de restriccion Pvull y Bglll y los productos de las
digestiones fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
(figura 5C y 6C). El analisis predictivo de las bandas esperadas se realizd
utilizando el software SnapGene. El resultado del andlisis de restriccion del vector
PET-AcRRv2660 con la enzima Pvull arroj6 cuatro bandas con tamafios
aproximados de 3000, 1500, 1000 y 500 bp. La digestién de pET-AcRRv2660 con
Bglll dio como resultado una banda de aproximadamente 6500 bp. Por otro lado,
para el analisis de restriccion de pET-Ag85bESAT6 con la enzima Pwvull se
obtuvieron tres bandas cercanas a los 3000, 2000 y 1000 bp. Por ultimo, en la
digestion de pET-Ag85bESAT6 con Bglll se observé una unica banda con
tamafio de alrededor de las 7000 bp. Es asi como los chequeos de restriccion

realizados a los dos vectores permitieron identificar bandas con los tamarnos
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esperados concordantes con el disefio original de cada gen y segun la simulacién

realizada con SnapGene.
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Figura 5. Disefo, clonamiento y chequeo de restriccién de la quimera
gTBA-16MRA. (A) Secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica qTBA-
16MRA disefiada. En color verde se destaca al antigeno Acr y en morado al
antigeno Rv2660c. El color amarillo representa al espaciador afiadido cuya
funcién es conectar a ambas proteinas, darles libertad estérica, y exponer la
secuencia de histidinas para facilitar su purificacibn a través de técnicas
cromatograficas. (B) Vector de expresion pET-AcRRv2660c, que porta la
secuencia codificante de los antigenos Acr y Rv2660c. (C) Electroforesis en gel
de agarosa al 0.8% de los chequeos de restriccion efectuados al plasmido con
las enzimas Pwvull y Bglll, y cuadro predictivo con los tamafios de bandas
esperadas. Orden de los carriles: M (patron de peso molecular), 1 (plasmido sin
digerir), 2 (plasmido digerido con enzima Pvull) y 3 (plasmido digerido con enzima
Bgl Il). Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 6. Disefio, clonamiento y chequeo de restriccién de la quimera
gTBA-85ESAT. (A) Secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica qTbA-
85ESAT disefiada. En color verde se destaca al antigeno Ag85b y en morado al
antigeno ESATS6. El color amarillo representa al espaciador afiadido cuya funcién
es conectar a ambas proteinas, darles libertad estérica, y exponer la secuencia
de histidinas para facilitar su purificacion a través de técnicas cromatograficas.
(B) Vector de expresion pET-Ag85bESAT6, que porta la secuencia codificante de
los antigenos Ag85b y ESATG6. (C) Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% de
los chequeos de restriccion efectuados al plasmido con las enzimas Pvull y Bglll,
y cuadro predictivo con los tamafios de bandas esperadas. Orden de los catrriles:
M (patrén de peso molecular), 1 (plasmido sin digerir), 2 (plasmido digerido con
enzima Pvull) y 3 (plasmido digerido con enzima Bglll). Fuente: Elaboracién

propia.
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6.2 Proteinas quiméricas qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT producidas como
cuerpos de inclusion en E. coli.

La produccién de las quimeras qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT, se realizé en un
biorreactor de 5 L de medio TBAI. De acuerdo con los resultados, al final del
proceso fermentativo se obtuvo un rendimiento de 16 g biomasa/L y 24 ¢
biomasa/L para el antigeno qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT respectivamente. Por
otra parte, el rendimiento especifico por gramos de biomasa fue de 62.5 mg/g
para qTbA-16MRA y de 24 mg/g para qTbA-85ESAT.

Posteriormente, las biomasas se resuspendieron en soluciones con pH
equivalente a los puntos isoeléctricos de las proteinas y se sometieron a un
proceso de ruptura mecanica. Consiguientemente, las fracciones solubles e
insolubles se chequearon mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y
Western blot, y se analizaron mediante densitometria. Los resultados indicaron
que el antigeno qTbA-16MRA se expres6 de forma mayoritaria en la fraccion
insoluble, hallandose cerca de un 90% de la proteina en dicha fraccion (figura
7A). Asimismo, se observé que el antigeno qTbA-85ESAT se expreso en su
totalidad en la fraccion insoluble, lo que fue corroborado con el Western blot al
no detectarse una banda inmunorreactiva con el tamafio esperado en la fraccion
soluble. Por otro lado, cada antigeno se produjo en la fraccién insoluble con un
nivel de pureza del 59% para qTbA-16MRA vy del 48% para gAg85b-ESAT-6
(figura 7B).
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Luego de expresar cada antigeno como cuerpos de inclusidon, estos se
sometieron a un proceso de semi-purificacion mediante lavados con Tampén de
lavado especifico para cada proteina. El objetivo de estos lavados fue eliminar
contaminantes y mejorar la pureza de ambas quimeras, por lo que al final del
proceso se estimO el nivel de pureza de los antigenos mediante analisis
densitométrico. Ademas, se estimé la concentracion de las proteinas con SDS-
PAGE en gel de poliacrilamida utilizando una curva estandar de hlIFNa (figura
7C). Para la proteina qTbA-16MRA se estim6 un nivel de pureza aproximado del
66% y para gTbA-85ESAT de un 71% (Figura 7C). Con respecto a sus
concentraciones, se obtuvo 6.2 mg/mL y 3.5 mg/mL para qTbA-16MRA y qTbA-
85ESAT, respectivamente. Estos antigenos expresados insolubles se utilizaron

posteriormente para los ensayos de inmunizacién en modelos animales.
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Figura 7. Evaluacién del nivel de expresion, purezay concentracion de los
antigenos qTBA-16MRA y gqTBA-85ESAT. (A) Chequeo de la expresion del
antigeno qTbA-16MRA en la fraccion soluble e insoluble mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida al 15% y Western blot con anticuerpo anti histidina. Orden
de carriles: 1 (Patrén de peso molecular de proteinas), 2 (fraccion soluble), 3
(fraccion insoluble). (B) Chequeo de la expresion del antigeno qTbA-85ESAT en

la fraccion soluble e insoluble mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al
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15% y Western blot con anticuerpo anti histidina. Orden de carriles: 1 (Patron de
peso molecular de proteinas), 2 (fraccion soluble), 3 (fraccion insoluble). (C)
Estimacion del nivel de pureza en ImageJ y cuantificacion de los antigenos
quiméricos mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% utilizando una
curva estandar de hlIFNa. Orden de carriles: 1 (Patron de peso molecular de
proteinas), 2-6 (hIFNa curva estandar), 8 (QTbA-16MRA), y 9 (qTbA-85ESAT).

Fuente: Elaboracion propia.

6.3 Purificacién de las quimeras qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT mediante
electroelucion.

Ambos antigenos expresados en forma de cuerpos de inclusion se purificaron

desde un gel de poliacrilamida debido a que no se logré optimizar las condiciones

de purificacion mediante técnicas cromatograficas. Es asi como se implementd

un proceso de electroelucion con el proposito de obtener las proteinas puras para

su empleo en los ensayos de estimulacion in vitro.

Los resultados de las electroeluciones de ambas quimeras fueron analizados
mediante densitometria, demostrando que cada proteina se obtuvo con un alto
grado de pureza. De esta manera, qTbA-16MRA se logré obtener con una pureza
del 93%, mientras que qTbA-85ESAT con un 96% (figura 8).
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Figura 8. Purificacion de los antigenos qTBA-16MRA y qTbA-85ESAT desde
gel de poliacrilamida mediante electroelucion. Imagenes de geles de
poliacrilamida preparados al 15% y Western blot realizado con anticuerpo
AntiHIS, obtenidas en ODYSSEY® CLx (LI-COR Biosciences). (A) Chequeo de
la quimera qTbA-16MRA recuperada de la electroelucion, con su respectivo
Western blot donde se detectdé una banda de tamafio aproximado a los 35 kDa
correspondiente a la proteina. (B) Chequeo de la quimera qTbA-85ESAT
recuperada de la electroelucion, con su respectivo Western blot donde se
identificd una banda cercana a los 48 kDa, correspondiente a la proteina. Orden
de carriles: 1 (patron de peso molecular), 2 (proteina electroeluida). Fuente:

Elaboracion propia.

6.4 Titulos de anticuerpos IgG especificos inducidos por la vacunacién de
modelos animales con las formulaciones basadas en las proteinas
guimeéricas qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT.

Se desarrollaron dos esquemas de inmunizacion independientes, uno en modelo

caprino y el otro en bovinos para la caracterizacion de la respuesta de anticuerpos

inducida por los antigenos TbA-16MRA y QqTbA-85ESAT. En términos
generales, los ensayos realizados en ambas especies mostraron que a medida
que transcurrio el tiempo de inmunizacién se generd un aumento en los niveles
de anticuerpos detectados mediante ELISA contra los dos antigenos quiméricos.

Lo anterior se observd para la mayoria de los grupos experimentales, con

excepcion del grupo placebo y BCG, en los cuales no se detectd respuesta de

anticuerpos contra ninguno de los antigenos (figura 9). Tanto en cabras como en
terneros se observo que la quimera con mayores titulos de anticuerpos fue qTbA-

16MRA. En cabras qTbA-16MRA indujo titulos de anticuerpos de hasta 1/300000,

mientras que qTbA-85ESAT de 1/158000 (figura 10A y 10B). Por su parte, en

terneros qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT indujeron titulos maximos de 1/102400 y

1/6400, respectivamente (figura 9C y 9D). La diferencia entre la respuesta
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generada por (TbA-16MRA sobre qTbA-85ESAT no fue estadisticamente

significativa para ninguno de los grupos en caprinos.

En bovinos por su parte, se obtuvo diferencias significativas entre la respuesta
inducida por ambos antigenos, siendo superior la generada por qTbA-16MRA en
comparacion con qTbA-85ESAT. El grupo DIVA IFNa fue el que obtuvo mayores
titulos en el transcurso del esquema de vacunacion, pues desde el dia 14 hasta
el dia 42 se observé que los titulos de anticuerpos inducidos por la quimera qTbA-
16MRA fueron estadisticamente superiores a los observados contra qTbA-
85ESAT (ver significancias en la tabla 4). Por otra parte, los terneros vacunados
con la formulacion DIVA IFNa exhibieron mayores titulos de anticuerpos en
comparacion con el resto de los grupos DIVA contra ambas quimeras, no

obstante, esta diferencia no resulté estadisticamente significativa.

En cuanto a la cinética de produccién de anticuerpos contra los antigenos, se
obtuvo que tanto en cabras como en terneros se evidencié un notorio primer
incremento de la respuesta humoral contra las dos quimeras en el dia 14 del
ensayo y luego un segundo aumento en el dia 35. Hacia el dia 42, los titulos
inducidos por la proteina qTbA-16MRA y gqTbA-85ESAT solo se mantuvieron
constantes en los terneros inmunizados con la formulacion DIVA IFNa, a
diferencia de lo que se vio en cabras, dénde la respuesta exhibida contra ambos
antigenos tiende a disminuir en todos los grupos experimentales (figura 9). Los
titulos de anticuerpos alcanzados por cada grupo experimental en cabras y

terneros con sus respectivas significancias se resumen en la tabla 4.
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Figura 9. Cinética de los titulos de anticuerpos inducidos por lavacunacion
en cabras (A y B) y en terneros (Cy D). Titulos de anticuerpos IgG contra las
guimeras qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT detectados mediante ELISA a partir de
muestras de plasma colectadas desde el dia 0 hasta el 42 del esquema de
inmunizacién en cabras (A y B). Titulos de anticuerpos IgG contra las quimeras
gTbA-16MRA y qTbA-85ESAT identificados en ELISA a partir de muestras de
plasma colectadas desde el dia 0 hasta el 42 del esquema de inmunizacién en
terneros (C y D). Los datos se presentaron como el Log2 del promedio de los
titulos obtenidos por dia/grupo experimental +/- su desviacion estandar. Los
resultados se analizaron mediante la prueba de comparaciones multiples

ANOVAde dos vias y post-hoc de Tukey. Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 2. Titulos de anticuerpos inducidos por la vacunacion en caprinos y bovinos con sus respectivas

significancias utilizando la prueba ANOVA de dos vias * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y un post-hoc de

Tukey. Fuente: Elaboracion propia.

ANTIGENOS
qTbA-16MRA gTbA-85ESAT
Especie animal Dia de Vacunacién
Formulacion
7 14 21 28 35 42 7 14 21 28 35 42

vacunal

DIVA 150 4600 4600 102440 150000 50000 40 13000 8000 21000 81000 9000

DIVA IFNa 4 4800 25600 235000 300000 60000 12 10500 16000 52000 150000 9000

CAPRINOS

DIVA TNFa 14 4800 13000 235000 235000 35000 10 10500 13000 60000 125000 7500

Placebo 212 212 2.16 2.16 253 253 2.1 2.1 253 2.1 2.1 2.16

DIVA 2 1600* 6400" 6400 25600*  6400* 4 100 400 1600 1600 400

DIVA IFNa 10  6400° 2560  25600° 102400 102400 100 400 400 1600 6400 6400
BOVINOS DIVA TNFa 4 4 6400" 25600 25600 6400 100 400 400 1600 1600 1600

BCG 12 125 1.3 1.25 15 15 13 125 15 1.3 1.25 1.25

Placebo 2 15 15 15 1.3 2 13 2 2 15 1.5 1.25

104



6.5 Poblaciones de linfocitos T de memoria y perfil de citoquinas
proinflamatorias inducidas por las formulaciones vacunales
administradas en bovinos.

La respuesta inmune celular inducida en los terneros posterior a su inmunizacion

con las distintas formulaciones, se analizé a través de la deteccién de los

fenotipos celulares circulantes de linfocitos T de memoria CD4*CD44" y

CD8*CD44* en un citdmetro ATTUNE NxT Flow Cytometer, y de las citoquinas

proinflamatorias Th1 IFNy y TNFa, y Th17 IL-17A utilizando la tecnologia

MILLIPLEX®.

Para la identificacion de las subpoblaciones celulares CD4*CD44* y CD8*CD44",
se aislaron PBMCs de muestras de sangre obtenidas de los grupos de terneros
inmunizados y se estimularon con las proteinas qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT
purificadas. Luego, las células se marcaron con anticuerpos especificos de
reconocimiento de los receptores de linfocitos CD4, CD8 y CD44. Una vez tefiidas
las células con los distintos marcadores, se analizaron mediante citometria. En
el citbmetro primero se seleccionaron las poblaciones de linfocitos y las células
individuales. Posteriormente, se seleccionaron los marcadores extracelulares

Alexa fluor 647 y FITC con los que se tifieron las células (figura 10)

Los resultados obtenidos a partir de la citometria mostraron que la estimulacion
conjunta de las células con los antigenos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT, indujo
una respuesta caracterizada por subpoblaciones de linfocitos T de memoria
CD4*CD44* y CD8*CD44*, la cual fue significativamente superior en
comparacion con las células sin estimular (p < 0.0001) (figura 11). Por otro lado,
al contrastar la respuesta inducida en los diferentes grupos contra el placebo, se
evidencié que los terneros inmunizados con BCG y DIVA IFNa exhibieron
porcentajes de CD4*CD44* estadisticamente mayores. Al comparar dentro de

esta misma poblacién de células a los grupos BCG y DIVA IFNa se obtuvo que
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la respuesta de BCG fue significativamente superior a DIVA IFNa (p < 0.05). A
pesar de que el grupo DIVA IFNa mostré inducir un mayor porcentaje de linfocitos
CD4*CD44", no se detectaron diferencias estadisticas con los grupos DIVA y
DIVA TNFa. Para la poblacion CD8*CD44* se obtuvo que ninguno de los grupos
inmunizados mostro diferencias significativas contra el placebo, ni tampoco entre

ellos mismos (tabla 5).

Por otro lado, se obtuvieron concentraciones medibles (pg/mL) de las citoquinas
proinflamatorias tipo Th1 IFNy, TNFa y Th17 IL-17A en los medios de cultivo
recuperados a partir de las células estimuladas con las quimeras qTbA-16MRA 'y
gTbA-85ESAT. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
las muestras provenientes de células estimuladas y las no estimuladas (p <
0.001) (figura 11). Asimismo, se observo que todos los grupos inmunizados
obtuvieron concentraciones significativamente superiores de IFNy a las del grupo
placebo, donde los animales que recibieron la vacuna BCG y DIVA IFNa fueron
quienes alcanzaron los valores mas altos (tabla 6). Sin embargo, al contrastar la
respuesta de IFNy inducida por los grupos BCG y DIVA IFNa no se detectaron
diferencias significativas. Ademas, al comparar a los terneros inmunizados con
DIVA versus DIVA IFNa y DIVA TNFa se encontré que la respuesta de IFNy
inducida por la vacuna DIVA IFNa fue estadisticamente superior a DIVA (p <
0.01). Con respecto a la citoquina TNFa, se comprobé que solo los terneros
vacunados con BCG indujeron concentraciones significativamente mayores en
comparacion con el placebo. Se encontraron también diferencias estadisticas
entre BCG y el resto de los grupos inmunizados, siendo muy superior la
produccion de TNFa en los animales vacunados con BCG (p < 0.001). La
comparacion del grupo DIVA con DIVA IFNa y DIVA TNFa no mostrd
significancias. Por otra parte, los grupos BCG y DIVA IFNa fueron los unicos que
mostraron concentraciones de IL-17A significativamente superiores en relacion

con el grupo placebo (tabla 6). También, se detectaron diferencias estadisticas
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entre los terneros vacunados con BCG y DIVA IFNa (p < 0.05). Por dltimo, al
comparar al grupo DIVA contra DIVA IFNa y DIVA TNFa, se encontré que DIVA
IFNa produjo niveles de IL17A estadisticamente mayores que el grupo DIVA, sin

embargo, DIVA TNFa no fue significativamente superior a los animales DIVA.
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Figura 10. Estrategia de gating para la deteccion de poblaciones de
linfocitos T de memoria CD8+CD44+ y CD4+CD44+. (A) A partir de PBMCs
estimuladas durante 5 dias con las quimeras qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT se
seleccionaron las poblaciones celulares T CD8*CD44" y CD4*CD44 utilizando
dos estrategias de gating. Gate 1, con las funciones Side Scatter (SSCA) y
Forward Scatter (FSCA) se seleccionaron exclusivamente los linfocitos del total
de eventos analizados en cada muestra. Gate 2, con los parametros Forward
Scatter-Width y Forward Scatter-Height se seleccionaron solo los eventos
individuales excluyendo los dobletes de células detectados en el citometro. (B)

Graficos de las poblaciones celulares previamente estimuladas con los antigenos
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gTbA-16MRA y gTbA-85ESAT Yy sin estimular, tefiidas con los marcadores
extracelulares Anti-CD4 bovino Alexa fluor 647, Anti-CD8 bovino Alexa fluor 647
y Anti-CD44 FITC. Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 11. Frecuencia de linfocitos CD4+CD44+ y CD8+CD44+. Se
detectaron en los diferentes grupos de terneros inmunizados dos poblaciones
celulares mediante citometria de flujo luego de estimular PBMCs durante 5 dias
con las proteinas gTbA-16MRA y qTbA-85ESAT. Los datos se presentaron como
el promedio de las réplicas de las mezclas realizadas por grupo experimental +/-
su desviacion estandar. El andlisis estadistico se realizé con la prueba T-Student
donde se considero los valores significativos * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001.

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 3. Comparacién de subpoblaciones celulares obtenidas en los

diferentes grupos de terneros inmunizados y el grupo placebo.

Grupo? Poblacion Promedio porcentajes con Prueba T-Student
celular® intervalo de confianza del (p-value)©
95%
C CNoE E NoE CvsE
BCG CD8*CD44* 18.6 2.50 25.6 2.42 0.325
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CD4+CD44* 13.2 241 51.9 2.48 <0.01

DIVA CD8*CD44* 18.6 2.45 24.5 2.42 0.348
CD4+CD44* 13.2 2.45 29.9 2.50 0.239

DIVAIFNa CD8*CD44* 18.6 2.47 25.1 2.43 0.328
CD4+CD44* 13.2 2.43 36.0 2.47 <0.05

DIVA CD8*CD44* 18.6 2.43 22.7 2.43 0.486
TNFa CD4+*CD44* 13.2 2.52 29.6 2.48 0.236

Los datos se representaron como el promedio de los porcentajes de
subpoblaciones de linfocitos T CD4*CD44* y T CD8*CD44* obtenidos de la
estimulacién de PBMCs con ambas proteinas quiméricas y detectados mediante
citometria de flujo. En el andlisis estadistico se consideré diferencias
significativas * p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.001. Nomenclatura: C (promedio del
porcentaje de células CD4*CD44* y CD8*CD44* del grupo placebo estimulado
con las quimeras); CNoE (promedio del porcentaje de células CD4*CD44* y
CD8*CD44* del grupo placebo); E (promedio del porcentaje de células
CD4*CD44* y CD8*CD44* de los diferentes grupos experimentales estimulados
con antigenos quiméricos qTbA-16MRA y gTbA-85ESAT); NoE: (PBMCs sin
estimular); @ Grupos animales inmunizados; ° Subpoblaciones detectadas; °©

Resultados prueba estadistica T-Student comparacion entre C y E. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 12. Deteccién de citocinas proinflamatorias identificadas en
MILLIPLEX®. (A, B y C) Concentraciones pg/ml de IFNy, TNFa e IL-17A,
respectivamente, detectadas desde el sobrenadante recuperado después de la
estimulacién de PBMCs con las quimeras qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT. Cada
punto representa al promedio de las réplicas de cada muestra individual obtenida
por animal. Los datos se analizaron comparando a cada grupo inmunizado con
el grupo placebo utilizando la prueba de T-Student (*p < 0.05, **p < 0.01, **p <
0.001). Fuente: Elaboracién propia.
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Citoquina? Grupo® Promedio concentraciones Prueba T-

(pg/mL) con intervalo de Student
confianza del 95% (p-value)®

C CNoE E NoE CvsE

IFNy BCG 1255 0.052 79.19 0.061 <0.001
DIVA 1255 0.056 23.6 0.058 <0.05

DIVA IFNa 12,55 0.048 48.6 0.060 <0.001
DIVA TNFa 1255 0.047 2233 0.062 <0.01

TNFa BCG 22.88 0.053 116.58 0.057 <0.001
DIVA 22.88 0.056 24.69 0.054 0.1891

DIVA IFNa 22.88 0.051 37.22 0.056 0.0522

DIVA TNFa 22.88 0.053 25.04 0.054 0.1722

IL-17A BCG 7.35 0.049 55.19 0.051 <0.001
DIVA 7.35 0.049 12.84 0.053 0.0595

DIVA IFNa 7.35 0.052 36.6 0.050 < 0.001

DIVA TNFa 7.35 0.056 11.73 0.064 0.0755

Tabla 4. Comparacién de citocinas proinflamatorias detectadas en los diferentes
grupos de terneros inmunizados y el grupo placebo. Fuente: Elaboracion

propia.

Los datos estan representados como el promedio de la respuesta de citoquinas
(pg/ml) detectada con el kit MILLIPLEX® . Nomenclatura: C (promedio de la
concentracion de citoquinas obtenidas para PBMCs del grupo placebo
estimuladas con (TbA-16MRA y (TbA-85ESAT); CNoE (promedio de la
concentracion de citocinas obtenidas para PBMCs del grupo placebo sin
estimular); E (PBMCs de los diferentes grupos experimentales estimuladas con
antigenos quiméricos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT); NoE (PBMCs de los
diferentes grupos experimentales no estimuladas con antigenos quimericos). 2

Citoquinas detectadas en kit MILLIPLEX®; b Grupos animales inmunizados.; ©
111



Resultados prueba estadistica T-Student entre C y E. En el analisis estadistico

se considero diferencias significativas * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.

6.6 Respuesta de anticuerpos contra antigenos presentes en el bPPD.

Se evalu6 mediante Western blot si los animales inmunizados (cabras y terneros)
con las formulaciones DIVA, DIVA IFNa, DIVA TNFa, PLACEBO y BCG (esta
altima solo incluida en el ensayo en bovinos) generaban o no una respuesta de
anticuerpos contra los antigenos presentes en el bPPD de la tuberculina. A partir
de estos ensayos se demostré6 que en ninguna de las muestras de plasma
obtenidas en el dia 0 del esquema de vacunacion en cabras y en terneros se
detectaron anticuerpos que reconocieran al bPPD ni a las proteinas quiméricas
qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT (figura 13). En cuanto a las muestras del dia 35,
en cabras se observo que los grupos vacunados con las formulaciones DIVA,
DIVA IFNa y DIVA TNFa produjeron anticuerpos especificos contra qTbA-16MRA
y qTbA-85ESAT, no asi para el bPPD. Esta respuesta se identifico a través de la
visualizacion de bandas inmunorreactivas a una altura aproximada de los 35 kDa
para qTbA-16MRA y 48 kDa para qTbA-85ESAT. Adicionalmente, se detectd un
patrén de bandas de mayor y menor tamafio para ambas quimeras. Las bandas
mayores corrieron cerca de los 70 kDa (gTbA-16MRA) y 100 kDa (QTbA-85ESAT)
duplicando en tamafio a ambas proteinas quiméricas. Las bandas de menor
tamafo se detectaron entre los 35 y 25 kDa para qTbA-16MRA, y entre los 48 y
35 kDa contra qTbA-85ESAT (figura 14A). Por otra parte, en los plasmas
obtenidos el dia 35 de los grupos DIVA, DIVA IFNa y DIVA TNFa en terneros, se
identificaron anticuerpos especificos Unicamente contra el antigeno QqTbA-
16MRA (banda inmunoreactiva aproximada a los 35kDa). Al igual que en cabras,
en terneros también se detectd una segunda banda inmunoreactiva de
aproximadamente el doble del tamafio correspondiente a la quimera gTbA-
16MRA. Contra qTbA-85ESAT se observo en general una nula respuesta de
anticuerpos, por lo que no se detectaron bandas que reconocieran al antigeno en
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ninguno de los grupos experimentales con excepcion de DIVA IFNa. En este
altimo se visualizé una banda inmunoreactiva contra el antigeno qTbA-85ESAT
que fue de menor intensidad en comparacion con la de qTbA-16MRA. Por ultimo,
los terneros inmunizados con BCG y la formulacion placebo no levantaron
respuesta de anticuerpos contra ninguna de las proteinas debido a que no se
observaron las bandas inmunorreactivas respectivas (figura 13B). Por ultimo, los
resultados de los ensayos de Western blots presentados en la figura 13C,
comprobaron que el patrén de bandas de mayor y menor tamafio detectado
contra los antigenos quiméricos tanto en cabras como en terneros corresponden
también a partes o conformaciones de ambas proteinas. Por lo tanto, los
anticuerpos presentes en los plasmas de ambas especies animales fueron
especificos contra qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT, debido a que al incubar las
membranas solo con los anticuerpos Anti-especie (conjugado y no conjugado),

no se no se evidencio la presencia de bandas inmurreactivas (figura 13C).
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Figura 13. Deteccién de anticuerpos contra bPPD en el plasma de cabras y
terneros. (A) Gel SDS-PAGE preparado al 15% donde se cargaron cantidades
determinadas de bPPD y de las proteinas qTbA-16MRA y gTbA-85ESAT, y
Western blots con muestras de plasma obtenidas en el dia 0 y 35 del esquema
de vacunacion realizado en caprinos. (B) Gel SDS-PAGE preparado al 15%
donde se cargaron el bPPD y las quimeras, e imagenes de los Western blots
realizados con plasmas colectados en el dia 0 y 35 del ensayo de inmunizacion
en terneros. (C) Western blot realizado sin muestras de plasma, dénde las
membranas solo se incubaron con los anticuerpos goat Anti-bovino/Anti-goat
790nm, y Anti-goat 790 nm. Los geles y Western blots se revelaron en
ODYSSEY® CLx (LI-COR Biosciences). Fuente: Elaboracion propia.

6.7 Respuesta celular inducida por la vacunacion en cabras y terneros
contra la prueba de tuberculina.

Con el objetivo de evaluar si las formulaciones administradas en los animales

generaban o no una respuesta celular cruzada con la prueba de tuberculina, a

todos los animales inmunizados se les realiz6 una PAC mediante la

administracion de una dosis intradérmica de bPPD en la base de la cola. En

cabras esta se aplicé en la semana 16 y en terneros en la semana 11 del

esquema de vacunacion.

Los resultados obtenidos demostraron que ninguna de las formulaciones
vacunales administradas en caprinos generd una reaccion cruzada contra el
bPPD de la tuberculina. Esto se tradujo en que ninguna de las cabras present6
un aumento del grosor de la zona inoculada = 3mm. Por su parte, en los terneros
se observo que cuatro de cinco animales del grupo BCG resultaron reaccionantes
a la prueba de tuberculina y uno fue negativo. El aumento de grosor de la zona

inoculada en los terneros reaccionantes del grupo BCG fueron 5.21 mm, 4.51
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mm, 4.28 mm y 3.32 mm, respectivamente. En los grupos DIVA y DIVA IFNa se
obtuvo que todos los animales fueron negativos al diagnostico y que del grupo
DIVA TNFa uno de los cinco terneros fue reaccionante al bPPD de la tuberculina.
El ternero reaccionante del grupo DIVA TNFa mostré un aumento de grosor de
la region inoculada con el bPPD de 3.36 mm. En los andlisis estadisticos no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes grupos
experimentales de cabras, pero si en los de terneros. En estos ultimos se observo
que al contrastar al grupo BCG con el DIVA, DIVA IFNa y Placebo se detectaron
diferencias significativas (p < 0.05) en la respuesta inducida contra el bPPD
(figura 14).
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Figura 14. Respuesta contra el bPPD de la prueba de tuberculina aplicada
en caprinos y bovinos previamente inmunizados. Utilizando un caliper digital
se realizé la lectura de la PAC, midiéndose el grosor de la piel de la base de la
cola de cada animal donde la tuberculina fue administrada. Esta lectura se realiz6
alas 72 h posteriores a la inoculacion de la tuberculina. (A) mediciones realizadas
en cabras. (B) mediciones realizadas en terneros. Los resultados se expresaron
como el delta o diferencia en mm entre la medicion del grosor de la piel previo y
posterior a la aplicacion del antigeno bPPD de los animales individuales. La linea
punteada a la altura de los 3 mm muestra en ambos gréaficos el punto de corte o
cut off utilizado para la lectura de la PAC. Diferencias estadisticamente
significativas entre la respuesta de los diferentes grupos se determinaron usando
la prueba exacta de Fisher (*p < 0.05, *p< 0.01, **p < 0.001). Fuente:
Elaboracién propia.
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6.8 Proteccion en terneros inoculados por via intranodal con una cepa
atenuada de M. bovis.

Para determinar el nivel de proteccion inducido por las formulaciones vacunales
BCG, DIVA, DIVA IFNa, DIVA TNFa y Placebo administradas en los terneros,
estos se desafiaron mediante la administracion intranodal de una dosis de 2.2 x
108 UFC de la cepa atenuada de M. bovis (BCG SSI Danish 1331). Dos meses
posteriores al reto, se realizd la extraccion de todos los linfonodos inoculados con
BCG, y a partir de estos se determiné el nimero de copias del gen MPB70 de M.
bovis mediante gPCR.

Los resultados obtenidos en los ensayos de qPCR demostraron que se logro
amplificar el gen MPB70 desde los tejidos linfoides en todos los grupos
experimentales (figura 16). Los animales pertenecientes al grupo placebo fueron
los que presentaron el mayor promedio de copias del gen MPB70 (98.2). Asi, en
cada ternero se detectaron 57.8, 106, 161, 41.2 y 125 copias del gen. Los
terneros inmunizados con BCG registraron el promedio de copias mas bajo
(25.74), donde cada uno obtuvo 33.6, 5.33, 20.8, 40.2 y 28.8, respectivamente.
Por su parte, el grupo DIVA IFNa fue el segundo en obtener el menor promedio
de copias de MPB70 (27.24), identificandose por animal 10.8, 16, 50.4, 24.7 y
34.3. En los animales vacunados con la formulacion DIVA se detectaron en
promedio 66.28 copias de MPB70, cada uno con 79.2, 59.9, 62.9, 56.9, 72.5
copias del gen. Por ultimo, los animales del grupo DIVA TNFa exhibieron un
promedio de copias de MPB70 de 57.54, y cada uno 42.3, 54.5, 73, 79.2, 38.7,
respectivamente. Los analisis estadisticos de estos resultados mostraron que
hubo diferencias estadisticamente significativas entre el grupo Placebo y BCG
(p< 0.001), y también entre el grupo Placebo y DIVA IFNa (p< 0.001). No se

encontraron diferencias estadisticas entre la comparacién del Placebo-DIVA y
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Placebo-DIVA TNFa. Al contrastar la respuesta inducida entre las formulaciones

DIVA no se detectaron diferencias significativas.
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Figura 15. Determinacion del numero de copias del gen MPB70 de M. bovis
mediante qPCR. Distintos grupos de terneros previamente inmunizados se
retaron en la semana 13 del esquema de vacunacion con la cepa BCG SSI
Danish 1331 a través de su inoculacion en los linfonodos preescapulares
derechos. Dos meses posteriores al reto, se realizo la recuperacion de los tejidos
linfoides y se determindé mediante PCR cuantitativo el niumero de copias del gen
MPB70 en los animales desafiados. Se evalud el nivel de proteccién inducido por
las distintas formulaciones frente a la cepa atenuada de M. bovis. Sobre la linea
punteada se encuentran los animales no protegidos y bajo la linea los protegidos.

Los datos se expresaron como la media de las réplicas de cada muestra en el
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gPCR +/- su desviacion estandar (SD), y se analizaron mediante ANOVA de una
via (*p< 0.05, *p< 0.01, **p< 0.001) y post-hoc de Tukey. Fuente:
Elaboracion propia.
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7 DISCUSION

La tuberculosis bovina causada por M. bovis es una enfermedad de denuncia
obligatoria, que afecta enormemente al ganado bovino de Chile y el mundo (224).
Si bien, en diversos lugares la patologia ha sido controlada, no asi erradicada,
contindia siendo un problema latente no solo en salud animal, sino también de
salud publica debido a que se transmite a las personas (zoonosis) (225). En la
actualidad, el diagnostico de campo realizado mediante la prueba de tuberculina
cumple un rol fundamental en el control de la diseminacion de la enfermedad en
el ganado. Sin embargo, la inmunizacion en animales esta prohibida debido a
que las vacunas vivas atenuadas generan una respuesta cruzada con el
preparado proteico (bPPD) administrado en la prueba de tuberculina. Ademas,
estas vacunas tienen el inconveniente de no conferir una completa proteccién
frente a la infeccion con la bacteria (226-228). Producto de la necesidad de
contar con una vacuna eficiente contra la enfermedad y que ademas no interfiera
con el diagnéstico realizado en el ganado, es que este proyecto doctoral se
propuso como desafio desarrollar y caracterizar una vacuna de subunidades
recombinante contra M. bovis, con capacidad de proteger al ganado y no interferir

con el diagnéstico.

7.1 Disefioy Expresion de los antigenos quiméricos qTbA-16MRA y qTbA-
85ESAT.
Se seleccionaron los antigenos AcR, Rv2660c, Ag85b y ESAT6 para el disefio
de las quimeras QqTbA-16MRA y qTbA-85ESAT, luego de una busqueda
bibliografica sistematica que permitié identificar a estas proteinas de M. bovis
como potenciales candidatos vacunales (229). Estas proteinas son
caracteristicas de la fase activa y de latencia de la bacteria, o que permitiria su
uso para el desarrollo de una vacuna “multifase” contra la tuberculosis bovina

(189). Las cuatro proteinas han sido ampliamente descritas por su rol en conferir
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proteccion en modelos animales frente a un reto con Mycobacterium tuberculosis
(230-233). La bacteria M. tuberculosis posee una homologia genémica del
99.95% con M. bovis, es decir, son patdgenos estrechamente relacionados en
términos de factores de virulencia, mecanismos de evasion de la respuesta
inmune, y presentacion de la enfermedad (23). Debido a esto, es que potenciales
candidatos vacunales con efectividad comprobada contra la tuberculosis en
humanos causada por M. tuberculosis comprenden modelos aplicables contra la
tuberculosis bovina generada por M. bovis.

Como parte del disefio de ambas moléculas quiméricas, se consideré la adicién
de una secuencia espaciadora compuesta por residuos de serinas y glicinas entre
los dominios proteicos adyacentes de los antigenos que conformaron a cada
qguimera. Estudios relacionados al disefio de proteinas de fusion sugieren que
dos o mas dominios proteicos deben unirse a través de una secuencia
espaciadora flexible, rigida o escindible in vivo, para evitar una colision estérica
entre los dominios proteicos que afecte su estructura y posterior funcionalidad
(188,234). Algunas investigaciones incluso han demostrado que la ausencia de
una secuencia espaciadora que fusione dos o mas dominios proteicos se
asociaria a fallas en el replegamiento, niveles bajos de expresion y pérdida de
actividad de la proteina disefiada (235,236). Por otra parte, también se ha
observado que los espaciadores conformados por residuos de Sery Gly tienden
a ser mas estables en solventes acuosos debido a que son residuos de tamafio
pequefio que otorgan mayor flexibilidad y libertad de movimiento a las proteinas
fusionadas (237).

Los resultados de la produccion de los antigenos qTbA-16MRA y gTbA-85ESAT
mostraron que ambos se expresaron insolubles en forma de cuerpos de inclusion
en la cepa E. coli BL21 después de 12 horas de autoinducciéon en medio TBAI.
Ademas, se obtuvo un rendimiento especifico de 62.5 mg de proteina/g de

biomasa y 24 mg/g de biomasa para QqTbA-16MRA y QqTbA-85ESAT
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respectivamente. El resultado de rendimiento especifico obtenido para la quimera
gTbA-16MRA fue muy superior al alcanzado en otras investigaciones. En un
estudio se expreso la proteina neuraminidasa del virus de la influenza en cuerpos
de inclusion con condiciones similares de temperatura y el mismo sistema de
expresion en E. coli BL21 utilizado en nuestro trabajo. El rendimiento maximo
alcanzado de la proteina fue de 28.84 mg/g, siendo similar al que se obtuvo con
la quimera qTbA-85ESAT, no obstante, la induccion de la expresion de la
neuraminidasa se realizé mediante la adicion de IPTG (238). Las diferencias
entre los niveles de expresion de una proteina u otra y por ende del rendimiento
obtenido, se ha descrito que estaria sujeto a factores, tales como las
caracteristicas biofisicas de la proteina, ya sea, su peso molecular,
hidrofobicidad, y la complejidad en su secuencia, asi como también, a las
condiciones utilizadas durante el proceso de expresion de las proteinas (239) .
Dentro de estas Ultimas se encuentran el medio de cultivo y el método de
induccién por adicion de IPTG o autoinduccion utilizados. Asi lo demostré una
investigacion donde se expresaron tres proteinas distintas siendo cada una
sometida a induccion con IPTG y a autoinduccién en medio con glucosa y lactosa.
Los resultados de este trabajo mostraron que, al comparar el nivel de expresion
de cada proteina segun el método utilizado, se observé que cuando los cultivos
eran autoinducidos se obtenian mayores rendimientos de las proteinas en

comparacion a su induccion con IPTG (240).

Por otro lado, distintos estudios han reportado que la sobreexpresion de
proteinas recombinantes como cuerpos de inclusion en bacteria ocurre a
expensas del correcto plegamiento de estas, lo cual difiere de la expresién
soluble de proteinas, donde se obtienen con un plegamiento adecuado, pero con
un rendimiento generalmente inferior (241). El uso del vector pET22b con el

promotor T7, las condiciones de expresion tales como la temperatura de
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autoinduccion a 37°C habrian favorecido la expresion de ambos antigenos como

cuerpos de inclusion (242).

Debido a que los cuerpos de inclusion tienden a asociarse con proteinas de la
misma naturaleza, y podrian también estar acompafiados de proteinas de
membrana de la bacteria y otros componentes celulares tales como ADN y ARN,
estas deben someterse a un proceso de semi-purificacion o lavados con el
objetivo de reducir la presencia de dichos contaminantes (243). De esta manera,
se realiz6 un protocolo de lavado a cada quimera con Tampon PBS-Tween 0.2%
y Urea 1 M con pH equivalente al punto isoeléctrico de cada proteina (8.86 para
gTbA-16MRA y 5.95 para qTbA-85ESAT) de manera tal de asegurar que ambos
antigenos se mantuvieran como cuerpos de inclusién. El uso de detergentes en
bajas concentraciones tales como el Tween y de agentes caotropicos como la
urea en el proceso de lavado de proteinas recombinantes expresadas como
cuerpos de inclusién ha sido descrito en diversos estudios. El Tween y la urea en
bajas concentraciones permiten la solubilizacién de algunas proteinas presentes
en los agregados, por lo que, favorecerian la eliminacibn de ciertos
contaminantes entre cada paso de lavado (244,245). De acuerdo con esto, se
obtuvo cada quimera con un mayor grado de pureza al final del proceso de
lavado.

7.2 Respuesta de anticuerpos inducida por la vacunacién con las
proteinas quiméricas en caprinos y bovinos.

Los antigenos qTbA-16MRA y gTbA-85ESAT obtenidos como cuerpos de

inclusion se utilizaron en esquemas de vacunacion en cabras y terneros. De esta

forma, un eje central de esta investigacion fue el estudio de la respuesta humoral

inducida por las distintas formulaciones vacunales administradas en caprinos y

en bovinos a pesar de que durante mucho tiempo se ha subestimado el rol

protector de los anticuerpos contra patdgenos intracelulares.
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Los resultados de la inmunizacion realizada en cabras y terneros demostraron
gue tanto qTbA-16MRA como qTbA-85ESAT indujeron respuesta de anticuerpos
en todos los grupos vacunados con alguna de las formulaciones DIVA. Sin
embargo, la quimera gTbA-16MRA generada a partir de la fusion de los antigenos
Acr y Rv2660c, resulté ser la que indujo los mayores titulos en ambas especies
animales, mientras que la quimera qTbA-85ESAT conformada por las proteinas
de fusion Ag85b y ESAT6 mostrd una respuesta humoral inferior. Otros grupos
de investigacién han demostrado la capacidad de las proteinas AcR, Rv2660c,
Ag85b y ESAT6 en estimular una respuesta de anticuerpos en modelos animales
inmunizados con vacunas de subunidades que incluyen a uno o mas de los
antigenos referenciados (246,247). Un estudio donde se disefié una vacuna de
subunidades denominada Al1D4 con cinco antigenos del Mycobacterium
tuberculosis fusionados, dentro de los que se encontraban Acr, Ag85b y
Rv2660c, la cual se utilizé para inocular a ratones. La vacuna si bien generé
titulos de anticuerpos IgG especificos en suero contra los antigenos,
comparativamente estos fueron inferiores a los observados en nuestro estudio
contra qTbA-16MRA (246). Por otra parte, la mayor inmunogenicidad exhibida
por la quimera qTbA-16MRA en nuestros experimentos, podria ser atribuible al
antigeno AcR, el que ha sido también reportado en otras investigaciones como
altamente inmunogénico. Asi lo revel6 un estudio donde se evalué la
inmunogenicidad de AcR en ratones BALB/C inoculados con un candidato
vacunal denominado mAcr-SBDtag, el cual contenia a la proteina AcR fusionada
con microparticulas de almidén crudo utilizadas como ‘antigen carrier’ por sus
propiedades adyuvantes. Alli, se probé que la inmunizacidon con esta vacuna
indujo una respuesta humoral caracterizada por altos titulos de anticuerpos IgG
especificos contra el antigeno AcR (248). (249). Otro grupo de investigacion

demostré que una vacuna de ADN la cual codificaba para la expresion de la
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proteina ESTA6 y fue evaluada en modelo murino, estimulé una muy baja

respuesta de anticuerpos IgG especificos contra ESAT6 (250).

Las vacunas de subunidades mencionadas en los estudios con los que se
compararon nuestros resultados de titulos de anticuerpos incluian la forma
soluble de las proteinas. No obstante, los titulos obtenidos en este trabajo en
ambas especies animales se produjeron en respuesta a la vacunacion con qTbA-
16MRA y qTbA-85ESAT en forma de cuerpos de inclusiéon. Esto podria sustentar
los titulos superiores observados en este trabajo en comparacion con otras
investigaciones, puesto que se ha descrito que proteinas en forma de cuerpos de
inclusién utilizados como inmundgenos tienen el potencial de inducir altas
respuestas de anticuerpos IgG cuando son administradas por via parenteral u
oral (251). De hecho, se ha demostrado que la administracién de una vacuna oral
gue contiene antigenos en forma de cuerpos de inclusién, podria ser una
alternativa viable para prescindir de la utilizacion de adyuvantes. Ademas, los
cuerpos de inclusion serian mas resistentes a la degradacion en el sistema
digestivo debido a su conformacion y se ha comprobado que son altamente
inmunogénicos, por lo que estas caracteristicas impulsarian su uso en vacunas
(252). La alta inmunogenicidad de los cuerpos de inclusion se deberia a que estos
conforman estructuras altamente organizadas de hojas beta-plegadas que
coexistirian con estructuras proteicas nativas originadas a partir del resto de la
cadena polipeptidica de la misma proteina que se encuentra formando cuerpos
de inclusién(253). Por lo tanto, existe evidencia de que las proteinas dentro de
estos cuerpos de inclusion serian funcionales y tendrian actividad similar a
cuando estan solubles, manteniendo epitopos conformacionales con capacidad
de ser reconocidos por anticuerpos e inducir respuesta humoral. Asi también lo
demostré una investigacion donde se produjo el antigeno Ag85b en forma de
agregado insoluble y en su forma soluble para inmunizar ratones. Alli se

comprobd que, al evaluar la respuesta de anticuerpos inducida por la vacunacion
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de los animales con ambas proteinas, tanto el antigeno Ag85b con su estructura
nativa como Ag85b en forma de agregado fueron reconocidos con igual

intensidad por anticuerpos IgG presentes en el suero de los ratones (252).

Por otra parte, los resultados obtenidos al comparar entre los titulos de
anticuerpos inducidos en los grupos DIVA, DIVA IFNa y DIVA TNFa en caprinos
no mostraron diferencias estadisticamente significativas. Mas bien, se evidencio
una respuesta similar entre los grupos contra ambas proteinas quiméricas, lo que
sugeriria que ninguna de las citoquinas habria coadyuvado mejorando la
respuesta de anticuerpos inducida por los antigenos qTbA-16MRA y qTbA-
85ESAT solos.

Por otra parte, en terneros se observo que el grupo vacunado con la formulacion
DIVA IFNa gener¢ titulos de anticuerpos superiores contra el antigeno qTbA-
16MRA en comparacion con los DIVA y DIVA TNFa. Ademas, se observé que la
respuesta de anticuerpos inducida en el grupo DIVA IFNa se mantuvo constante
entre el dia 35 y dia 42, a diferencia de lo que se observo en los grupos
experimentales restantes, donde posterior al dia 35 la respuesta tendié a
disminuir. Estos resultados sugeririan que la citocina IFNa mejoraria la respuesta
inmune humoral inducida contra qTbA-16MRA, generando un aumento en los
titulos de anticuerpos y que la intensidad de la respuesta tenga una mayor
duracion. La evidencia cientifica actual sustenta la participacion del IFNa no solo
en la inmunidad innata frente a infecciones virales y bacterianas, sino también su
funcién moduladora de la respuesta adaptativa humoral y celular (254,255). En
la inmunidad humoral, el IFNa tiene la capacidad de activar a las células B,
estimulando el cambio de clase de inmunoglobulinas (antibody class switching)
para que produzcan anticuerpos IgG especificos y una respuesta de larga
duracion contra antigenos proteicos bacterianos (256). Adicionalmente, el rol
inmunomodulador del IFNa ha sido reportado en diferentes trabajos donde se ha

utilizado como adyuvante molecular en vacunas. Asi, un estudio en modelo
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murino donde se administré una vacuna de subunidades que incluia antigenos
del virus de la influenza y que fue coadyuvada con IFNa, demostré que los
ratones produjeron altos titulos de anticuerpos contra los antigenos del virus y
esta respuesta permiti® una mayor resistencia de los animales frente a la
infeccion con el virus (257). En otra investigacion se compararon la actividad
adyuvante entre los interferones tipo 1 (IFNa e IFNB) y el adyuvante completo de
Freud (ACF). Alli, se co-inmunizaron ratones con la proteina gamma globulina de
pollo formulada por separado con cada adyuvante. Como resultado, se evidencio
qgue tanto los IFN-1 como el ACF eran capaces de estimular la formacion de
anticuerpos IgG especificos contra la gamma globulina de pollo. Sin embargo,
cuando se suministr6 una mezcla de la proteina de pollo y ACF en ratones
knockout para receptores de IFN-1, ACF perdi6 su capacidad de generar
inmunidad mediada por anticuerpos. De acuerdo con este estudio se concluyo
gue los IFN-1 no solo mejoran la eficacia del adyuvante de Freud, sino que
también son mediadores criticos de la accién de este para inducir una respuesta
de anticuerpos. Los IFN-1 por su parte, actian directamente sobre las células B
para generar inmunoglobulinas, por lo que perfectamente podrian ser utilizados

como adyuvantes Unicos en vacunas (258).

Otro resultado relevante obtenido en la evaluacion de la respuesta humoral
inducida por la inmunizacion en los animales fue lo observado en la vacunacién
de terneros con BCG. En estos se evidencié que BCG no indujo respuesta de
anticuerpos, por lo que en los ensayos de ELISA no se detectaron IgG que
reconocieran a alguna de las proteinas quiméricas qTbA-16MRA y QTbA-
85ESAT. Estos resultados coinciden con multiples investigaciones donde
después de haber inmunizado al ganado bovino con BCG se ha medido la
respuesta de anticuerpos inducida por la vacunacion. En todos ellos se ha
evidenciado una ausencia de IgG contra el bPPD o proteinas de M.bovis como
ESAT-6, CFP-10, MPB70, MBP59, MPB64, MPB83, AcR, PstS-1, pese a que en
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algunos casos los animales fueron revacunados con BCG (259-263). La dosis
de vacunacion de BCG aplicada en los terneros en nuestro estudio si bien fue
levemente inferior a la utilizada en algunos de los reportes citados previamente,
los resultados fueron equivalentes. La via de administracion subcutanea de BCG
empleada en nuestro trabajo también fue la misma aplicada en otras
investigaciones donde tampoco se observé respuesta humoral contra BCG.
Ademas, con otras rutas de inoculacion de la vacuna BCG en bovinos, como la
intradérmica y mucosal (via respiratoria), se han obtenido los mismos resultados
gue con la administracion subcutanea (264,265). De acuerdo con lo anterior,
pareciera que ni la dosis ni la ruta de inoculacion fueran factores determinantes
en la nula respuesta de anticuerpos inducida por BCG en terneros. No obstante,
la edad de los animales al momento de la aplicacion de la vacuna pareciera si
jugar un rol fundamental en la generacion de la respuesta humoral contra BCG.
Asi lo han demostrado diferentes investigaciones donde vacas jovenes (novillas
de 1-2 afios) han levantado respuesta de anticuerpos frente a la vacunacion con
BCG. Sin embargo, terneros jovenes (entre 3 semanas y 6 meses de edad) de
forma mayoritaria se ha visto que no tienden a responder contra la vacuna (266).
Lo anterior posiblemente debido a que los terneros poseen un sistema inmune
inmaduro, lo que limita su capacidad de generar una respuesta de anticuerpos
contra BCG (267). Ademas, se ha evidenciado que los anticuerpos maternos
transferidos pasivamente a través del calostro a la cria interferirian con la
activacion del sistema inmune propio del neonato inhibiendo su capacidad de

responder a la vacunacién con BCG (268,269).

7.3 Respuesta celular inducida por la vacunacién con las proteinas
guiméricas en bovinos.

En relacion con los analisis celulares realizados mediante citometria a los

distintos grupos de terneros inmunizados, se lograron identificar las

subpoblaciones de linfocitos T de memoria CD4*CD44* y CD8*CD44™" a partir de
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muestras de sangre periférica obtenidas en el dia 35 del esquema de vacunacion.
Tanto en los grupos experimentales vacunados con BCG como aquellos que
recibieron las formulaciones DIVA, se observéd que la expresion de la poblacion
de linfocitos T CD4*CD44* fue estadisticamente superior a la detectada en el
grupo Placebo. Al comparar dentro de esta misma poblacion de células a los
grupos BCG y DIVA IFNa se obtuvo que la respuesta inducida por BCG fue
significativamente superior a DIVA IFNa. Por otra parte, para la poblacion
CD8*CD44* se observd que ninguno de los grupos inmunizados mostro
diferencias significativas contra el placebo, ni tampoco entre ellos mismos. Todos
los resultados anteriormente mencionados demostrarian que tanto las
formulaciones DIVA como BCG tuvieron capacidad de activar una respuesta
celular mediada por linfocitos TCD4+, promover su proliferacion e inducir una
respuesta de memoria contra los antigenos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT
caracterizada por los linfocitos T CD4*CD44*. Diferentes investigaciones en las
que se ha estudiado el rol del receptor CD44 han sefialado que la expresion de
este marcador estaria asociada a la respuesta de memoria contra diferentes
antigenos, encontrandose en diversos tipos celulares del sistema inmune, tales
como los linfocitos T (270). En estos, el CD44 también estaria relacionado como
uno de los marcadores de activacion de los linfocitos T mas comunmente
identificados, debido a que permite distinguir células T efectoras y T de memoria,
de T células inactivadas. Asi, al activarse el linfocito T también aumentaria la
expresion de CD44 en la superficie de estos (271). Por otro lado, CD44
corresponde a un marcador ampliamente descrito en células efectoras T
polifuncionales que cumplen un rol protector contra M. tuberculosis y M. bovis
(272,273). La identificacibn de los linfocitos T polifuncionales comprenden
también la presencia de otros receptores de superficie tales como CD62L, sin
embargo, en nuestro trabajo no fue posible evaluar este marcador. De igual

modo, esto ultimo no excluiria la posibilidad de que los linfocitos T CD4*CD44*
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identificados en la sangre periférica de los terneros vacunados correspondieran
a células polifuncionales. No obstante, para confirmarlo se deben realizar nuevos

andlisis de citometria a los mismos grupos con el marcador CD62L.

Por otra parte, similar a nuestro trabajo, en un estudio se caracterizo la respuesta
celular generada por una vacuna contra el Mycobacterium avium sp
paratuberculosis (Map) en cabras. Alli, se evidencié que la vacuna indujo la
produccion de linfocitos T CD4*CD44*, los que fueron detectados desde PBMCs
estimuladas con antigenos Map. La poblacién de linfocitos T CD4*CD44*
detectados en los animales inmunizados exhibi6 un incremento de cerca del 20%
en comparacion con los no vacunados. El incremento de la proliferacion de los
linfocitos T CD4* que expresan al receptor CD44 estaria relacionado con una
disminucién del cuadro generado por la micobacteria, lo que a su vez se
corresponderia con el rol efector y de memoria que tendrian estas células (271).
El porcentaje de células T CD4*CD44* obtenidas en el estudio anteriormente
mencionado fue inferior al observado en el nuestro, debido a que la formulacion
BCG quien indujo la mayor produccion de esta poblacion celular obtuvo cerca de

un 38% y DIVA IFNa un 22% mas que el grupo placebo.

Como parte de la respuesta celular inducida por la vacunacion en terneros
también se analiz6 el patrén de citocinas proinflamatorias secretadas por los
linfocitos T y recuperadas desde el sobrenadante de PBMCs reestimuladas con
ambas quimeras. La respuesta celular Thl mediada principalmente por IFNy y
TNFa, y la respuesta Th17 con la IL-17A participan ejerciendo un rol efector en
la respuesta protectora contra M. bovis. Las citocinas activan y estimulan la
proliferacion de los linfocitos T CD4*, T CD8*, macroéfagos y células Natural killer,

entre otras, potenciando en estas ultimas su accion bactericida.

De acuerdo con los resultados obtenidos en MILLIPLEX®, se observé que tanto

la vacuna BCG como todas las vacunas DIVA, es decir, aquellas que incluyeron
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a los antigenos quiméricos qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT tienen capacidad de
inducir mayores niveles de IFNy en comparacién al grupo placebo. Sin embargo,
solo los terneros vacunados con BCG y la formulacion DIVA IFNa produjeron
niveles de TNFa e IL-17A estadisticamente superiores a los animales del grupo
placebo. Al contrastar estos resultados con otros estudios, se encontré que un
grupo de investigadores desarroll6 un candidato vacunal H56:IC31 de
subunidades que incluia a 3 de nuestros antigenos (Ag85b, ESAT6, Rv2660c) y
analizaron la expresiéon de IFNy y TNFa en células PBMCs mediante citometria.
Los cientificos demostraron que la vacunacion con el candidato H56:1C31 al igual
qgue con nuestras formulaciones DIVA, estimuld la produccion de IFNy, pero

también de TNFaq, y otras citocinas proinflamatorias en animales (274).

Las mayores concentraciones de IFNy, TNFa e IL-17A inducidas por la
vacunacién con BCG no seria estrictamente un correlato de mejor proteccion
otorgada por esta en contraste con las vacunas DIVA, particularmente con DIVA
IFNa, que fue el grupo que comparativamente estuvo mas cercano a los niveles
de BCG. La evidencia cientifica ha indicado que una mayor secrecion de IFNy no
necesariamente se correlaciona con proteccion (275). Mas bien, la mayor
homogeneidad presentada por el grupo BCG en la produccion de estas tres
citocinas podria considerarse como un factor predictivo de proteccion contra M.
bovis. Asi lo confirmarian distintas publicaciones donde se evidencia que la
secrecion simultanea y en niveles similares de IFNy y TNFa otorgaria mayor
potencia a la vacuna mejorando su respuesta protectora contra la bacteria
(272,273). Por otra parte, se ha comprobado que vacunas que inducen la
produccion de IL-17A protegerian contra un desafio con M. tuberculosis debido a
que la IL-17A tiene la capacidad de disminuir la produccion de IL-10 y aumentar
la produccidon de IL-12 impulsando la respuesta Thl en una infeccién con la
micobacteria. Asi, se ha demostrado que la efectividad de la respuesta Thl es

dependiente de las células Th17 productoras de IL-17A, por lo que la inhibicion
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de la produccion de esta citocina aumentaria la susceptibilidad a la infeccion por
tuberculosis (275,276).

7.4 Respuesta cruzada entre las proteinas quimeéricas y los antigenos del
bPPD de la prueba de la tuberculina.
Otro de los objetivos fundamentales que tenia esta investigacion era evaluar la
interferencia de las formulaciones vacunales DIVA con el diagnéstico realizado
en el ganado mediante la prueba de tuberculina, por lo que se realizaron dos
experimentos independientes. El primero implico realizar ensayos de Western
blot para establecer si los anticuerpos inducidos por la vacunacion tanto de
cabras como de terneros con las formulaciones DIVA reconocian a las proteinas
presentes en el preparado proteico de M. bovis (bPPD) utilizado en la prueba de
tuberculina. ElI segundo experimento involucré la administracion de una
tuberculina ano caudal (PAC) en todos los animales vacunados durante el ensayo

de inmunizacién realizado en ambas especies animales.

Los resultados obtenidos a partir de los Western blots mostraron que en los
plasmas pre-inmunes colectados en el dia 0, no se detectaron anticuerpos
especificos contra ninguno de los antigenos quiméricos, ni tampoco contra el
bPPD de la tuberculina. Los terneros utilizados en este trabajo fueron obtenidos
desde un predio certificado libre de tuberculosis bovina, por lo que no deberian
generar anticuerpos contra las quimeras. Por otra parte, también se comprobd6
gue ni cabras ni terneros inoculados con BCG o con alguna de las formulaciones
DIVA, produjeron anticuerpos especificos contra el antigeno bPPD que contiene
la tuberculina. Asi lo evidencio el analisis realizado a los plasmas colectados en
el dia 35 del esquema de vacunaciéon. Adicionalmente, los resultados con los
plasmas del dia 35 dieron cuenta de que las cabras inmunizadas con las vacunas
DIVA generaron anticuerpos especificos contra ambas quimeras qTbA-16MRA y
gTbA-85ESAT. Sin embargo, en terneros se observo que todos los animales que

recibieron alguna formulacién DIVA produjeron anticuerpos so6lo contra el
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antigeno qTbA-16MRA. El grupo DIVA IFNa fue el unico que produjo anticuerpos
contra qTbA-85ESAT, lo que se demostro a través de la deteccion de una banda
inmunoreactiva con el tamafio del antigeno, pero con menor intensidad a la
obtenida contra qTbA-16MRA. Los resultados se asemejan a los exhibidos en los
ensayos de ELISA, donde los terneros inmunizados con las formulaciones DIVA
mostraron en general menos titulos de anticuerpos contra la quimera gqTbA-
85ESAT en comparacion con qTbA-16MRA.

A pesar de que en cabras se comprobd que aquellas que recibieron las
formulaciones DIVA, DIVA IFNa y DIVA TNFa produjeron anticuerpos contra
ambos antigenos quiméricos, respuesta detectada tanto en ELISA como en
Western blot, los titulos inducidos por la proteina qTbA-85ESAT fueron inferiores.
Lo anterior, también se observo en terneros, no obstante, los titulos de
anticuerpos inducidos por (TbA-85ESAT en esta especie fueron
considerablemente menores a los obtenidos contra qTbA-16MRA. Esto sugeriria
por un lado que la quimera qTbA-85ESAT seria menos inmunogénica que qTbA-
16MRA, lo cual ha sido reportado por otros investigadores (249). Esta aparente
menor inmunogenicidad de qTbA-85ESAT habria generado una baja o nula
produccién de anticuerpos contra epitopos lineales de la misma proteina en los
terneros inmunizados, lo cual se veria reflejado en la ausencia o baja intensidad
de las bandas inmunorreactivas en los Western blots. Por otra parte, los
resultados también estarian asociados a la menor sensibilidad de la técnica de

Western blot en comparacion a la de ELISA (277).

La deteccién de una banda inmunoreactiva de baja intensidad contra qTbA-
85ESAT producto de la presencia de anticuerpos especificos en el plasma
colectado en el dia 35 de los animales vacunados con la formulacion DIVA IFNa,
se relacionarian al rol inmunomodulador del IFNa. De esta manera, la citocina
induciria de manera mas eficiente la produccién de anticuerpos policlonales en

el plasma que reconocieran a epitopos lineales en qTbA-85ESAT (254,255). Por
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altimo, al igual que lo obtenido en los ELISA, en los Western blots tampoco se
logro identificar anticuerpos contra las proteinas qTbA-16MRA y qTbA-85ESAT
en terneros vacunados con BCG. Esto reafirmaria que la inmunizacién con BCG
no generaria respuesta humoral en los terneros de igual manera en que lo han
demostrado otros estudios (259,260,262).

Los resultados obtenidos luego de aplicarles a todos los animales una PAC,
mostraron que la vacunacion en cabras con las formulaciones DIVA no generé
respuesta cruzada con la prueba de tuberculina. Por lo tanto, los animales
resultaron negativos al diagnéstico debido a que la zona inoculada con el bPPD
presentd un aumento de grosor < 3 mm. Por su parte, en terneros se observo
gue un solo animal inmunizado con BCG fue negativo al bPPD, y que un ternero
del grupo DIVA TNFa resultd reaccionante a la tuberculina. La incorporacion de
un grupo que recibiera la vacuna BCG en el ensayo en terneros se hizo con el
propasito de ser control positivo de interferencia, pues esta ampliamente descrito
que la inmunizacién con BCG genera una respuesta cruzada con el bPPD de la
tuberculina (278-281). Similarmente a lo reportado en otros trabajos, nuestros
resultados comprobarian que la BCG genera interferencia con el diagnéstico de

la tuberculina ya que, de los 5 terneros vacunados, 4 fueron reaccionantes.

En un estudio similar donde se vacuné al ganado con BCG y luego se les realizé
una prueba de tuberculina ano caudal, se obtuvo que al menos el 50% de los
animales inoculados con bPPD resultaron reaccionantes a la prueba. La forma
de inoculacion y la lectura de la prueba serian factores determinantes en los
resultados obtenidos (282). La magnitud y el tipo de respuesta celular inducida
por la inoculacion del bPPD diferiria segun la via de administracién utilizada.
Cuando la prueba de la tuberculina es aplicada en la dermis induce un tipo de
respuesta de hipersensibilidad retardada mediada por células, las que se
acumulan y generan un sitio de inflamacién en la zona inoculada. La dermis en

general posee una mayor cantidad de células del sistema inmune debido a que
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corresponde a una barrera cutdnea que esta mas expuesta al contacto con
patogenos a diferencia del tejido subcutaneo (283). Es por esto mismo que, si el
bPPD es aplicado subcutaneo y no intradérmico, la respuesta observada podria
ser considerablemente menor generando a su vez menores variaciones en el
grosor de la piel, dando lugar a la obtencion de resultados falsos negativos. La
lectura de la prueba de tuberculina comprende un factor que esta sujeto a la
manipulacion de quien la realiza. Si bien la medicion del grosor de la piel a las 72
horas post-administracion del bPPD se realiza con un caliper digital, un minimo
cambio en la manipulacion de la piel para su mediciéon puede generar cambios

en los resultados.

Por otro lado, el cut off establecido para la medicion de la prueba también
comprenderia un factor a considerar en la interpretacion de los resultados. En la
mayoria de los estudios se ha indicado que el cut off va de acuerdo con la
prevalencia de la enfermedad en el lugar donde la prueba es aplicada. Esto
debido a que la prevalencia de la enfermedad tiene directa incidencia en la
sensibilidad de la prueba. Asi, en zonas geograficas donde existe mayor
prevalencia de tuberculosis bovina en el ganado, generalmente se utilizan valores
cut off mas exigentes (= 4 mm). En lugares donde la prevalencia de M. bovis es
menor se consideran como ‘reaccionantes’ a aquellos animales que responden a
la prueba de tuberculina con valores delta entre 2 y 4 mm (280,284). En nuestro
estudio por su parte se utilizé un cut off = 3 mm debido a que es el indicado por
el SAG en el programa de control y erradicaciéon de bTB implementado en el
territorio nacional (285). De acuerdo con los anterior, si el el cut off aplicado en
este trabajo hubiese sido mas bajo (entre 2 y 4 mm) todos los animales del grupo
BCG habrian sido considerados reaccionantes a la prueba y en el resto de los

grupos inmunizados los resultados serian los mismos.

Por dltimo, la reactividad cruzada exhibida en uno de los terneros inmunizados

con la formulacion DIVA TNFa con la prueba de tuberculina, podria por un lado
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haber ocurrido como una respuesta inespecifica contra bacterias de E.coli
presentes en la formulacibn, o por una sensibilizacion previa frente a
micobacterias medioambientales o no tuberculosas. Esto Ultimo se respaldaria
con estudios que han demostrado una respuesta cruzada en terneros infectados
con Mycobacterium avium subp.paratuberuclosis contra antigenos del bPPD

utilizado en el diagndstico de la tuberculosis bovina (286).

7.5 Respuesta protectora inducida por la vacunacién de terneros con los
antigenos quiméricos contra el desafio con BCG.
Evaluar el nivel de proteccién conferido por la vacunacion de los terneros con las
diferentes formulaciones DIVA fue un foco esencial en nuestro estudio, sobre
todo en su comparacion con la vacuna BCG que actualmente define la base en
términos de efectividad para la implementacion de nuevas vacunas contra
Mycobacterium bovis. Para lograr esto, se ejecutd un ensayo de desafio no
convencional con la cepa atenuada BCG Danish 1331 mediante la inoculacion
de una dosis de 2.2x108 UFC en el linfonodo preescapular derecho de cada
ternero. Se escogio este tipo de desafio debido a que realizar uno con una cepa
patogénica de M. bovis en animales es costoso, tarda mucho tiempo, requiere de
instalaciones BSL3, y demanda la aprobacion de la autoridad sanitaria del lugar
donde este se implemente (287). Por lo tanto, la realizacion de un reto con BCG
proveeria mayores ventajas comparativas con respecto al realizado con una cepa
patogénica. De esta forma, el nivel de proteccion obtenido con las distintas
formulaciones se determiné a través de gPCR donde se identificd el nimero de
copias del gen MPB70 de M. bovis a partir del macerado de los linfonodos
desafiados. Este numero de copias del gen se consider6 directamente

proporcional a la carga bacteriana hallada en los tejidos.

Los resultados del reto con BCG mostraron que los animales del grupo placebo
fueron los que obtuvieron los mayores nimeros de copias de MPB70 (98.2), por

lo tanto, en ellos se encontraria la mayor carga bacteriana. Se esperaba que los
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terneros que recibieron la formulacion placebo registraran los nimeros de copias
de MPB70 mas altos debido a que al no haber sido inmunizados con los
antigenos quiméricos no habrian sido protegidos contra la bacteria. Por su parte,
debido a que los grupos DIVA y DIVA TNFa no obtuvieron diferencias
estadisticas en su comparaciéon con el placebo, estas formulaciones no

protegerian contra el reto con el patégeno.

El grupo de terneros inmunizados con BCG fueron los que obtuvieron el promedio
de copias de MPB70 mas bajo (25.74) junto con el grupo DIVA IFNa (27.24). En
estos dos ultimos grupos se encontraria la menor carga de M. bovis en los tejidos
de linfonodos. Los promedios del nimero de copias del gen MPB70 obtenidos
por los terneros inmunizados con BCG y DIVA IFNa fueron significativamente
inferiores al obtenido en el grupo placebo. Estos resultados sugeririan que tanto
la vacunacion con BCG como con la formulacion DIVA IFNa inducirian mejor
proteccion contra el desafio intranodal con BCG que los grupos DIVA y DIVA
IFNa. Por otra parte, al no detectarse diferencias significativas entre la respuesta
inducida por la vacuna BCG y DIVA IFNa, podria inferirse que el nivel de
proteccion generado por la formulacién DIVA IFNa seria comparable al otorgado

por BCG frente a la infeccién con la bacteria.

Los resultados de proteccion obtenidos en nuestro trabajo difieren de lo reportado
por otros investigadores, los que han utilizado a los antigenos Ag85b, ESATS6,
Rv2660c como candidatos vacunales y han comprobado que la fusion de estas
proteinas dentro de una misma formulacion protegeria contra un reto con una
cepa patogénica de M. tuberculosis (288). En nuestro estudio el grupo DIVA seria
el equivalente a la formulacion utilizada en el estudio citado mas arriba, ya que,
incluyé cuatro antigenos de M. bovis (Ag85b, ESAT6, Rv2660c, AcR), donde tres
de ellos coinciden con los del estudio mencionado. No obstante, la vacuna DIVA
no logré conferir proteccion en los terneros frente al desafio intranodal con la

cepa atenuada de M. bovis. La especie animal podria estar siendo un factor
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preponderante en la respuesta protectora inducida por la vacunacion contra la
bacteria, debido a que el primer estudio se realizé en ratones y el nuestro en
bovinos. Es més, se ha reportado que la especie murina presentaria cierto grado
de resistencia frente a la infeccion con M. tuberculosis, a diferencia de la bovina
que es susceptible al patogeno (289). En los animales que recibieron la
formulacion DIVA se detecté un promedio de copias del gen MPB70 de 66.28,
valor que si bien fue inferior al promedio obtenido en el grupo control (98.2), fue
superior al obtenido en el grupo DIVA IFNa (27.22). La adicion del IFNa a la
formulacion DIVA (DIVA IFNa) sugiere que este mejoraria la respuesta inducida
por los antigenos Ag85b, ESAT6, Rv2660c, AcR (quimeras qTbA-16MRA y
gTbA-85ESAT) y potenciaria la respuesta protectora de la vacuna en su conjunto

en su funcién como inmunomodulador.

Por otra parte, los resultados del reto de los animales se correlacionan con los
obtenidos en la respuesta de anticuerpos y la respuesta celular inducida por cada
una de las formulaciones vacunales. Alli, se pudo rescatar que la formulacién
DIVA IFNa estimuloé en terneros mayores titulos de anticuerpos y poblaciones de
linfocitos de memoria T CD4*CD44*, ademas de las citocinas proinflamatorias
IFNy e IL-17A, en comparacion a los animales vacunados con las formulaciones
DIVA o DIVA TNFa. Por su parte, a pesar de que la vacuna BCG no levanté
respuesta de anticuerpos, se observo que la respuesta celular caracterizada por
la secrecion de las citocinas IFNy, TNFa e IL-17A ademéas de haber sido
significativamente superior a la generada por las otras formulaciones vacunales
(DIVA IFNa, DIVA, DIVA TNFa), fue mas consistente. Estos resultados con BCG,
de alguna manera concordarian con lo postulado por otros investigadores con
respecto a que la proteccion inducida contra M. bovis se fundamentaria en la
inmunidad celular (290,291). Sin embargo, los resultados obtenidos con la
vacuna DIVA IFNa podrian sugerir algo diferente. Esto debido a que, a pesar de

que DIVA IFNa estaba conformada por solo cuatro antigenos de la bacteria
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coadyuvados con IFNa, estimul6 una respuesta celular y un nivel de proteccion
similar a BCG. A partir de esto, surge la interrogante de si la respuesta humoral
caracterizada por los altos titulos de anticuerpos inducidos por la formulacion
DIVA IFNa en conjunto con la respuesta celular podrian haber mediado la
proteccion otorgada por la vacuna contra el desafio con BCG. Desde hace unos
afios han ido aumentando las publicaciones que describen el rol protector que
cumplen los anticuerpos en infecciones causadas por patdgenos intracelulares,
especificamente contra micobacterias (292,293). También existen estudios
donde se ha probado que por ejemplo altos titulos de anticuerpos IgG contra el
antigeno Ag85A de M. tuberculosis han estado asociados con la reduccion del
desarrollo de la fase activa de la enfermedad en nifios (294). Estos mismos
anticuerpos contra Ag85A se ha visto que han participado en la disminucion de
lesiones de cavitacion en pulmoén y en la eliminacion del patdgeno en el esputo
de pacientes con M. tuberculosis activo (295). Por otro lado, en pacientes con
VIH se ha demostrado que la disminucién de anticuerpos contra antigenos de M.
tuberculosis han aumentado el riesgo de desarrollar la enfermedad (296). Otra
evidencia de la importancia de la respuesta de anticuerpos en la tuberculosis lo
describe un estudio en el que se evidencid que altos titulos de anticuerpos IgA
contra el antigeno AcR de M. tuberculosis se relacionarian con una disminucion
de la severidad de la enfermedad (297) Todos estos estudios aportarian con una
nueva perspectiva acerca de la importancia de la respuesta humoral mediada por
anticuerpos en la tuberculosis y en cierta forma cambiaria el paradigma
establecido en que solo la respuesta celular es responsable de inducir proteccion
frente al patégeno. No obstante, nuestra conjetura requiere de analisis mayores
y especificos en torno a la funcién que cumplirian los anticuerpos inducidos por

la vacunacion con DIVA IFNa.
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8 CONCLUSIONES

e Los antigenos quiméricos qTBA-16MRA y qTBA-85ESAT se expresaron
en E.coli y se obtienen de forma mayoritaria como cuerpos de inclusion.

e La inmunizacién de los animales con los antigenos quiméricos qTBA-
16MRA y gTBA-85ESAT induce respuesta de anticuerpos IgG, respuesta
celular Th1/Thl7 y respuesta de memoria mediada por linfocitos T
CD4*CD44".

e La citocina IFNa potencia la respuesta humoral y celular inducida por las
quimeras qTBA-16MRA y qTBA-85ESAT.

e La vacunacién con los antigenos quiméricos TBA-16MRA vy qTBA-
85ESAT no genera una respuesta cruzada de anticuerpos, ni de
hipersensibilidad retardada contra las proteinas del bPPD de la prueba de
la tuberculina.

e La formulacion DIVA IFNa induce un nivel de proteccién en terneros
similar al provisto por la vacuna BCG contra el modelo de

desafio intranodal implementado con la cepa atenuada de M. bovis.
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