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Resumen

La tuberculosis bovina es una enfermedad infectocontagiosa que afecta una amplia gama de
hospederos en los que se encuentra la alpaca. El objetivo de este estudio fue evaluar las
caracteristicas inmunoldgicas de la tuberculosis latente, utilizando como herramienta
diagndstica una técnica de inmunoensayo (ELISA) para medicion de la citoquina interferon
gamma (INF- vy), secretada por los leucocitos sensibilizados durante un periodo de cultivo de
24 horas con antigenos especificos (ESAT-6 y CFP10) al Mycobacterium tuberculosis
complex. Adicionalmente se evalud la proteina PPD (derivado proteico purificado) que se
emplea en la prueba de reaccion cuténea, asi como también la utilidad de la secuencia de
insercion 156110 del complejo Mycobacterium tuberculosis y una PCR anidado dirigida
contra el gen de la proteina MPB70 de Mycobacterium bovis. Se evaluaron un total de 52
alpacas entre sanas y enfermas sin antecedentes de tuberculosis, provenientes del Fundo
Huaycuyo-Puno. Los resultados mostraron que un 98.1 % (51/52) de las alpacas dieron
resultados negativos al ensayo de IFN-y, y 1.9 % (1/52) dio resultado indeterminado. Asi
mismo, no hubo amplificacion por PCR al segmento 1S6110, ni al MPB70. Sin embargo, en
9 alpacas evaluadas con antigenos especificos de Mycobacterium tuberculosis se encontro
una secrecion de INF-y en 22 % con ESAT-6,44 % con CFP-10 y 44 % usando el PPD.
Estos resultados son una primera aproximacion cuantitativa del IFN-y en los linfocitos de las
alpacas ubicadas a 3925 msnm después de una exposicidon antigénica. Sin embargo no
podemos concluir cual seria el mejor antigeno inmunodominante en alpacas, debido a un
bajo nimero de muestras evaluadas.
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Identification of biomarkers associated with Mycobacterium bovis infection
and protective immune response to tuberculosis in alpacas

Abstract

Bovine tuberculosis is an infectious disease that affects a wide range of host in which there is
the alpaca. The objective of this study was to evaluate the immunological characteristics of
latent tuberculosis, as a diagnostic tool using an ELISA assay, based on detection of
interferon-gamma cytokine (INF-y), secreted by leukocytes sensitized for a 24 hours culture
period with specific antigens (ESAT-6 and CFP10) which are specific for Mycobacterium
tuberculosis complex. Additionally, we evaluated the PPD (purified protein derivative) used
in the skin test, the utility of the insertion sequence 156110 from M. tuberculosis complex
and the nested PCR directed against the gene for the MPB70 protein of Mycobacterium
bovis. We evaluated a total of 52 sick and healthy alpacas with no history of tuberculosis,
from the Fundo Huaycuyo-Puno. The results showed that 98.1% (51/52) were negative to the
IFN-y responses, and 1.9 % (1/52) was an indeterminate results. Likewise. there was no PCR
amplification seament 1S6110, either the MPB70. However, after specific Mycobacterium
tuberculosis antigen evaluation we found INF-y response in 9 alpacas, 22 %, 44 % and 44%
in ESAT-6, CFP10 and PPD stimulation respectively. These results are a first quantitative
approach of IFN-v in lvmphocvtes of alpacas located at 3925 m after antigen exposure.
Futures studies including larges samples should be considered to make conclusions.
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1. Introduccién
La tuberculosis bovina (TB) es una
enfermedad bacteriana crénica de los

animales y del hombre, causada por
Mycobacterium bovis. En muchos paises es
una enfermedad infecciosa importante del
ganado vacuno y de otros animales
domeésticos, incluyendo las llamas y las
alpacas [1].

En nuestro pais, desde el afio 1999 el
Ministerio de Agricultura mediante el
Servicio Nacional de Sanidad Agraria
(SENASA) viene ejecutando Programas de
Control y Erradicacion de la Tuberculosis
Bovina (PCETB) y ha establecido como
método oficial para el diagnéstico de la
enfermedad el uso de la prueba de
tuberculina, que consiste en la inoculacion
intradérmica del derivado de proteina
purificada (PPD) del M. bovis, que por ser
una prueba de diagnéstico de tipo indirecto,
no garantiza afirmar en un 100 % que un
animal reactor positivo sea debido a una
infeccion por M. bovis [2].

El PPD no tiene un comportamiento uniforme
y se sabe que se producen reacciones
cruzadas por sensibilizaciones originadas con
otras micobacterias no especificas, usual-
mente no patdgenas para los bovinos, como
los de origen humano, aviar, incluso los de
vida libre; en consecuencia gran nimero del
resultado obtenido son falso positivos [3, 4].
Asi mismo, la prueba del PPD también ha
sido empleada en alpacas y llamas, donde se
reporta cierta inconsistencia de la prueba
debido a una baja sensibilidad [5].

De acuerdo con los protocolos de SENASA-
PCETB, todo animal reactor al PPD debe ser
sometido a la prueba doble comparativa, y de
resultar nuevamente positivo, debe ser
sacrificado sin considerar la posibilidad de
ser reactores falsos positivos, lo que se
traduce en pérdidas econdmicas para los
ganaderos. Por otro lado, el cultivo y
aislamiento de la micobacteria es un proceso
lento y dificil que dura entre 6 a 8 semanas
de acuerdo con los métodos convencionales y
la tipificacion por especie no resulta facil,

especialmente si  se emplea métodos
bioquimicos [6].
Recientemente, un nuevo método de

diagndstico, basado en el la incubacion de
muestras de sangre en presencia de PPD y la
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deteccion adicional de la liberacion de la
citoquina interferon gama (INF-y) por medio
de un inmunoensayo (ELISA), ha sido
desarrollado en varios paises [7]. Esta prueba
ha demostrado tener la capacidad de
diagnosticar animales infectados por medio
de la determinacion de niveles de gamma
interferdn en una prueba in vitro con sangre
entera. Esta prueba rapida y facil, utiliza
anticuerpos monoclonales anti-interferon

gamma, que permite diferenciar las
infecciones debidas a M. bovis vy
Mycobacterium avium [8], con una

sensibilidad entre un 88 % a un 96,6 % y una
especificidad entre un 96,2 % a un 98 %, lo
que permite detectar la infeccion en una fase
mas temprana, comparada con la prueba
intradérmica de la tuberculina [9].

El objetivo de este trabajo fue evaluar la
eficacia diagnostica de una prueba de ELISA
para medicion de interferon gamma y asi
poder definir las caracteristicas inmuno-
Idgicas de la tuberculosis latente en una
poblacion de alpacas de la zona Sur del Perd,
donde no existe manifestaciones clinicas que
evidencien infeccion por M. bovis.

2. Material y Métodos
2.1 Muestras

El estudio se realizd con un muestreo de 52
alpacas proveniente del Fundo Huaycuyo,
Ganaderia Alta Gracia SCRL, distrito de
Santa Rosa, provincia de  Melgar,
departamento de Puno.

2.2 Aislamiento de células monucleares
y criopresevacion

A cada animal se le extrajo 8 ml de sangre
total, en un tubo con citrato de sodio como
anticoagulante y con ficoll hypaque para la
separacion de células (cell preparation tube

with sodium citrate, BD Vacutainer ®CPT
™
).

La sangre colectada fue transportada a
temperatura ambiente por un lapso no mayor
a 24 horas para su procesamiento. Para el
aislamiento de las células mononucleares
(PBMC) se procedi6 a centrifugar los tubos a
3500 rpm por 30 min a temperatura ambiente.
Al término de la centrifugacién se observé la
formacion del anillo celular y con la ayuda de
una pipeta de transferencia se extrajo la
interfase  que contenia las  células
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mononucleares. Las células extraidas fueron
colocadas en un tubo de 50 ml conteniendo
10 ml de RPMI. En este paso se realizé el
conteo celular en camara de Neubauer
mezclando 20 ul de esta suspensién en una
proporcién 1:1 con azul de trypan (Sigma, St.
Louis, MO, USA).

Después de la coleccion de la muestra para
conteo celular se procedié a completar a un
volumen de 40 mL con RPMI. Esta
suspensién celular fue centrifugada a 2000
rpm/15 minutos a 20 °C. El sedimento fue
resuspendido en el volumen restante y se
adicion6 5 ml de RPMI suplementado con
10 % Suero fetal Bovino (SFB, Sigma, St
Louis, MO, USA). Se homogenizé vy
centrifugd nuevamente a 20 ° C por 15 min a
2000 rpm, luego se resuspendio el sedimento
en el volumen restante de medio RPMI +
10 % SFB. Las células fueron suspendidas en
RPMI y medio de criopreservacion (SBF +
DMSO 10 %) a una concentracion final de 1
x 10° cél/mL y fueron almacenadas a -80 °C.

2.3 Descongelamiento de Linfocitos

Se retiraron las muestras almacenadas a
-80 °C e inmediatamente se trasladaron al
bafio Maria (37 °C) para el descongelamiento
(punto critico para la viabilidad de las
células). Cada muestra fue resuspendida en
1 m de RPMI + 10 % de SBF.
Posteriormente, las células fueron trans-
feridas a un tubo cénico de 15 ml con 9 ml
de medio RPMI, realizando movimientos en
espiral. Se centrifug6 por 5 minutos a 1,500
rpm (500 x g) y luego se descarto el
sobrenadante. Se resuspendieron nuevamente
las células en 1 ml de RPMI suplementado
con 10 % de SBF y se procedi6 a realizar el
conteo celular antes descrito.

2.4 Antigenos

La estimulacion se realiz6 empleando tres
antigenos: ESAT-6 (early secretory antigenic
target), CFP-10 (culture filtrate protein) y
PPD. El antigeno PPD (Statens Serum Institut
5 Atrtillerivej 2300, Copenhague-Dinamarca)
y los antigenos recombinantes ESAT-6 (5
pg/ml) 'y CFP-10 (5 pg/ml) fueron
proporcionados por el Instituto Nacional de
Salud (INS). El mitégeno Fitohemaglutinina
(PHA control positivo) fue proporcionado por
el Laboratorio de Biotecnologia y Biologia
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Cayetano Heredia.
2.5 Estimulacion de PBMC

Se trabaj6 con una suspensién de células a
una concentracion de 1000 cél/uL en medio
RPMI suplementado. Se colocaron 200 uL de
esta suspension en cada pozo de la placa para
las diferentes muestras a analizar. Luego de
la adicion de los antigenos se incubd la placa
por 24 horas a 37 °C para luego extraer el
sobrenadante a analizar por la técnica de
ELISA.

2.6 ELISA para medicion de
gamma

INF

El inmunoensayo enzimatico (ELISA) se
realiz6 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Cellestis Limited, Carnegie,
Australia). Los resultados fueron inter-
pretados utilizando el software de analisis
suministrado por el fabricante. Brevemente,
una respuesta positiva fue determinada si el
valor del IFN-y de la muestra con antigenos
de TB corregido con el control negativo era
> 0,35 Ul/mL, mientras que las muestras con
< 0,35 Ul/mL fueron consideradas negativas.
Resultados indeterminados se definieron
como: a) niveles del IFN-y en los controles
negativos de > 8,0 UI/mL, o b) respuestas de
IFN-y en los controles positivos (corregidos
con el control negativo) de < 0,5 Ul/mL.

2.7 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN genoémico (ADN nuclear) a
partir de 250 pl de sangre con anticoagulante
utilizando el método de fenol/cloroformo
proteinasa K[10]. EI ADN fue cuantificado
en un espectrofotémetro NanoDrop™ 1000 y
las lecturas se realizaron a 260 nm y a 280
nm,

2.8 Ensayo de PCR

Para la amplificacion de 1S6110 se utilizaron
los primers INS1 e INS2 descritos [11], que
amplifican un segmento de 245 pb de la
secuencia del ADN. La amplificacion fue
efectuada en un volumen final de 10 pl,
utilizando el kit Multiplex PCR
(QUIAGEN), y conteniendo: Master mix
Quiagen 1X, MgCl, Qiagen 3.0 nm; dNTPS
Qiagen 2 mM, HotStarTag DNA polymerase
1U, primers 10 pmol. EI programa de
amplificacion consistié en una denaturacion
inicial a 94 °C por 15 minutos, seguido de 33
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ciclos de 94 °C por 45 segundos, 65 °C por
60 segundos y 72 °C por 30 segundos y una
extension final de 72 °C por 5 minutos. Los
productos de la RPC fueron analizados por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5 %
teflidos con bromuro de etidio y visualizacion
en transiluminador de luz ultravioleta, en
comparacion con marcadores de peso
molecular.

También se realizé la PCR simple para el
diagndstico de TB mediante la amplificacion
de un segmento de 372 pb del gen MPB70, la
cual es considerado por ser especie especifico
para M. bovis [12,13], utilizando los
siguientes oligonucledtidos: (TB1F 5° GAA
CAA TCC GGA GTT GAC AA 3 y TBIR
5 TAC ATG ATT GAC AGC GTC CT 3").
El protocolo de amplificacion fue de 94 °C
por 2 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C por
30 s, 58 °C por 1 min, 72 °C por 1 miny
una extension final de 72 °C por 5 min. Los
productos de PCR fueron separados en gel de
agarosa al 2 %. Posteriormente, utilizando
una décima parte del producto obtenido en la
reaccion anterior se procedi6 a la
amplificacién de un fragmento de 208 pb del
gen MPB70, dentro de la regién de 372 pb,

mediante una PCR anidada con los
oligonucledtidos descritos (M22/3 5 GCT
GAC GGC TGC ACT GTC GGG C 3" y
M22/4 5 "CGT TGG CCG GGC TGG TTT
GGC C 37): 35 ciclos de 94 °C por 30 s,
58 °C por 30 s, 72 °C por 1 min y una
extension final de 72 °C por 5 min [12, 13,
14].

3. Resultados y Discusion

El presente estudio es una primera
aproximacion en cuantificar citoquinas en
alpacas ubicadas a 3925 msnm. Se evaluaron
52 animales mediante un kit comercial de
ELISA. Del total, hubo 51 (98.1 %)
animales negativos a | aprueba y 1 (1.9 %)
dio resultado indeterminado (ID) posible-
mente como respuesta negativa a los
antigenos de TB, tal vez debido a un ndmero
insuficiente de actividad linfocitaria 0 a un
fenémeno de inmunodepresion del propio
animal. Este resultado correspondié a una
alpaca de la raza Huacaya con un fenotipo
regular. Asi mismo todos ellos tuvieron
valores de DO en la prueba por debajo del
punto de corte (0.5 DO 45) Figura 1.
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Figura 1. Respuesta individual de las alpacas, estimuladas con Ag. PPD — Control Negativo (blanco). Los
resultados se presentan como respuesta a los antigenos (< 0.35 UI/mL para el ensayo de IFN-y.)

3.1 Estimulacion celular con antigenos de
Mycobacterium y medicion de INF-
gamma mediante ELISA:

Se analizaron los antigenos asociados con M.
tuberculosis y M. bovis (ESAT-6, CFP-10 y
PPD) y mitégeno (PHA) para evaluar la
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viabilidad celular frente a la estimulacién in
vitro de PBMC. Esta estimulacion se llevo a
cabo con 9 alpacas, en quienes previamente
se obtuvo un mejor rendimiento de células
mononucleares (PBMC). Como resultado se
encontré que las muestras 4, 5, 6, y 9
tuvieron baja o nula viabilidad celular, las
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muestras 7 y 8 tuvieron viabilidad intermedia
y una mejor viabilidad en las muestras 1, 2 y
3. Siendo la muestra 2, la que tuvo mejor
respuesta del mitégeno y a la produccion de
INF-y. El porcentaje de respuesta frente a los
antigenos evaluados fue de 22 % con ESAT-

6, 44 % con CFP-10 y 44 % usando el PPD.
Los resultados obtenidos en este estudio, en
pequefia escala, encuentran una respuesta de
IFN-y departe de los linfocitos después de
una exposicién antigénica. Figuras 2, 3y 4.
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Figura 2. Respuesta del IFN-y frente al antigeno ESAT-6 en la prueba de estimulacion con péptidos.
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Figura 3. Respuesta del IFN-y frente al antigeno CFP-10 en la prueba de estimulacién con péptidos.
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Figura 4. Respuesta del IFN-y frente al antigeno PPD en la prueba de estimulacion con péptidos.
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3.2 Ensayos de PCR

Todas las muestras que resultaron negativas
para INF-y, también resultaron negativas para
PCR, en la cual se amplificoé con primers
especificos del complejo Mycobacterium
tuberculosis 1S6110 que incluye al M. bovis.
[15, 16].

4, Conclusiones

Nuestro analisis encuentra una respuesta de
IFN-y de parte de los linfocitos; sin embargo,
no podemos concluir cual seria el mejor
antigeno  inmunodominante en alpacas,
debido a un bajo nimero de muestras.

Consideramos  que  futuros  estudios
incluyendo controles positivos son necesarios
para corroborar nuestros hallazgos. Las
limitaciones en el presente proyecto fueron la
ausencia de un laboratorio en la zona de
residencia de las alpacas para extraer y
criopreservar inmediatamente las células y
obtener una mejor viabilidad al momento del
descongelamiento en la ciudad de Lima para
estimulacion  antigénica.  Asimismo, es
necesario desarrollar comparaciones futuras
con la prueba de tuberculina, técnica que el
ensayo de QuantiFERON-TB ha tratado de
homologar en su utilidad para el diagnéstico
de la enfermedad en las alpacas.

La técnica del PCR simple y PCR anidada,
empleadas en este estudio permitieron
aumentar la sensibilidad del diagnostico, al
confirmar que todas las alpacas que dieron
negativo a INF-v, lo fueron por PCR.
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