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Introduccién

La tuberculosis se encuentra presente en rodeos bovinos de
nuestro pais, impactando a nivel de los sistemas de produccion
de cria y lecheros por disminuir la eficiencia productiva de los
animales infectados e imponer restricciones al comercio
internacional de productos cérnicos, lecheros y sus derivados.
A su vez, constituye un problema de salud publica por tratarse
de una zoonosis. A nivel internacional, se ha demostrado que
la prueba intradérmica de la tuberculina es eficaz en la
identificacion de los animales infectados por M. bovis, el agente
causal de la tuberculosis bovina (TBB), siendo la prueba oficial
a nivel local que se emplea en el marco del plan de control y
erradicacion (SENASA, Resol. 128/12)%. Sin embargo, existen
animales que por diferentes causas si bien estan infectados no
reaccionan a dicha prueba, representando un problema para
aquellos establecimientos que entran en etapa de
saneamiento. Estos animales constituyen potenciales focos de
infeccién ya que pueden ser excretores de la micobacteria. La
determinacion de liberacion de interferon gamma (IFN-y) es
una técnica que puede emplearse de manera complementaria
a la prueba intradérmica de la tuberculina. El objetivo del
presente trabajo fue evaluar la determinacién de IFN-y,
utilizando como inmunégeno proteinas recombinantes de M.
bovis con el fin de estudiar la capacidad de detecci6én de
animales no reactores a la prueba tuberculinica en rodeos en
saneamiento.

Materiales y métodos

Se estudiaron un total de 17 bovinos de la raza Holando
Argentino, provenientes de diferentes explotaciones lecheras.
Los animales tenian historia previa de resultado negativo a la
prueba tuberculinica y provenian de rodeos en saneamiento.
Sin embargo, habian resultado positivos al serodiagndstico. La
necropsia de los mismos evidencié la presencia de lesiones
compatibles con tuberculosis, con cultivo positivo para M.
bovis?. A partir de una muestra de sangre anticoagulada con
heparina, se realizé la estimulacion con diferentes antigenos:
tuberculina aviar, tuberculina bovina (Thermo Fisher Ltd,
Switzerland), una mezcla antigénica de las proteinas
recombinantes ESAT6/CFP10 y ESAT6/CFP10/Mb3645c.
Como controles se utilizé buffer fosfato salino (PBS) y un
mitégeno celular (Pokewed mitogen). Para la deteccion de IFN-
y se empled un kit comercial (Bovigam, Thermo Fisher Ltd,
Switzerland). La liberacion de IFN-y se determin6 por
espectrofotometria siguiendo las instrucciones del fabricante.
Los resultados de los antigenos recombinantes se realizaron
teniendo en cuenta la densidad éptica (DO) de un determinado
antigeno menos la obtenida en presencia de PBS (basal)
(ADO). Un valor de ADO=0.1 fue considerado positivo. Los
resultados se analizaron con el programa GraphPad Prism
version 5.01.

Resultados

Del total de animales estudiados, 23,5% (4/17) fueron positivos
segun los criterios de positividad del kit comercial. A su vez, se
detectaron 35,3% (6/17) de animales positivos cuando se
estimul6 la sangre con la mezcla antigénica ESAT6/CFP10; 3
de ellos habian sido negativos segun el criterio de positividad
del kit comercial. Cuando se emple6 la mezcla antigénica
ESAT6/CFP10/Mb3645¢c 53% (9/17) de los animales resultaron
positivos, 5 de ellos habian sido negativos segun el criterio de
positividad del kit comercial (Figura 1). De los 9 animales
positivos para ESAT6/CFP10/Mb3645c, 2 bovinos reaccionaron
positivamente s6lo cuando se estimuld la sangre con
ESAT6/CFP10/Mb3645¢c, mientras que los 7 restantes
reaccionaron también ante la estimulacién con tuberculina
bovina y/o con ESAT6/CFP10. Ambas mezclas recombinantes
ESAT6/CFP10 y ESAT6/CFP10/Mb3645c detectaron a los 4
bovinos que habian sido diagnosticados como positivos segin
la estimulacién con tuberculina empleada en el kit comercial.

Figl. Frecuencias de animales positivos para la técnica in vitro de
liberaciéon de IFN-y segln se estimularon con los diferentes antigenos
(tuberculina o con diferentes mezclas de los antigenos).
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Discusién y Conclusion

El empleo de los antigenos permiti6 elevar en un 50% la
deteccion asociada a la tuberculina, indicando que los mismos
podrian representar una herramienta valiosa en la optimizaciéon
del diagnéstico in vitro para la TBB en animales no rectores a la
prueba tuberculinica.

Se confirmé la utilidad del empleo de antigenos recombinantes
como ESAT6, CFP10 y Mb3645c conocidos como potentes
inductores de la respuesta inmune mediada por células.

Los resultados sugieren que la mezcla ESAT6/CFP10/Mb3645c¢
seria la indicada ya que complementaria a la tuberculina en la
técnica de deteccion in vitro de liberacion de IFN-y, permitiendo
detectar la una mayor cantidad de animales infectados.
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