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enriquecidas con los componentes mas antigénicos de la PPD-B
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Resumen

La reaccion de hipersensibilidad retardada (DTH) producida por la aplicacién intradérmica del derivado proteico
purificado de una cepa de M. bovis (PPD-B) y la prueba que mide liberacién de interferén-gamma (IFN-Y)
son usadas para el diagnoéstico de tuberculosis bovina (TBB). La especificidad de estas pruebas puede verse
comprometida si se utiliza PPD-B, debido a reaccionantes positivos por sensibilizacién con otras micobacterias. En
el presente estudio evaluamos dichas pruebas con dos mezclas conteniendo proteinas recombinantes de M. bovis:
Mezcla 1 (M1): con ESAT-6, CFP-10 y MPB83; y mezcla 2 (M2): con ESAT-6, CFP-10, MPB83, HspX, TB10:3 y MPB70.
Las mezclas M1, M2 y PPD-B aplicadas intradérmicamente en cobayos sensibilizados con M. bovis mostraron
respuestas similares. Sin embargo, M1 indujo una reaccion significativamente menor que la PPD-B en cobayos
sensibilizados con M. avium. En bovinos, utilizando M1 en la prueba de IFN-y se obtuvo mayor especificidad
que con PPD-B o M2, dado que M1 fue minimamente detectada por animales con paratuberculosis (PTB) o
experimentalmente vacunados con BCG. Para optimizar estas mezclas, se obtuvieron diferentes fracciones de las
PPD-B identificAndose 7 proteinas en aquellas fracciones mas inmunogénicas: MPB70, MPB83, CFP10, CFP2, FixB,
PepA y HspX. Al utilizar M1 con FixB en la prueba de IFN-y aument el reconocimiento de animales en un rodeo
con TBB, sin reaccionar animales de un rodeo con PTB. Nuestros resultados demuestran que esta nueva mezcla
antigénica es detectada especificamente por animales con TBB, mientras que el reactivo PPD-B fue detectado por
animales infectados con otras micobacterias.

Palabras claves: Tuberculosis bovina, proteinas recombinantes de M. bovis, reacciéon de hipersensibilidad retardada
(DTH), prueba de liberacion de gamma interferén (IFN-y), PPD-B.

Proteomic study to improve PPD-B reagent used in the diagnosis of bovine tuberculosis: Production
of new mixtures enriched with PPD-B antigenic components

Abstract

The delayed type hypersensitivity skin test (DTH) and the interferon-gamma (IFN-y) assay are used for the diagnosis
of bovine tuberculosis (TBB). However, the specificity of these tests is compromised because both are based on
the response against purified protein derivative of Mycobacterium bovis (PPD-B). In the current study, we assessed
the potential of two cocktails with M. bovis recombinant proteins: Cocktail 1 (C1) contained ESAT-6, CFP-10 and
MPB83, and cocktail 2 (C2) with ESAT-6, CFP-10, MPB83, HspX, TB10:3 and MPB70. C1, C2 and PPD-B showed
similar response by DTH in M. bovis-sensitized guinea pigs. Importantly, C1 induced a significantly lower response
than PPD-B in M. avium-sensitized guinea pigs. In cattle, C1 had better performance diagnostic than PPD-B and
even than C2 by IFN-y assay; indeed, C1 detected animals with TBB, with the least detection of animals either
vaccinated with BCG or with paratuberculosis. For an optimization of the cocktails, we obtained different protein
fractions of PPD-B and tested them in experimentally M. bovis-infected cattle. In a fraction highly reactive seven
proteins were identified: MPB70, MPB83, CFP10, CFP2, FixB, PepA and HspX. The inclusion of FixB in C1 enhanced
the recognition of naturally M. bovis-infected cattle by IFN-y assay without compromising specificity. Our data
provide a promising basis for the future development of a cocktail for detection of TBB without interference by
the presence of animals sensitized or infected with other mycobacteria.

Key words: bovine tuberculosis, delayed hypersensitivity reaction (DTH), release of gamma interferon test (IFN-y),
PPD-B.
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Introduccion

La tuberculosis continta siendo una de las prin-
cipales causas de morbilidad y mortalidad en el
mundo. El agente mas comun de la tuberculosis
humana es M. tuberculosis, pero una proporcién
de casos son debido a Mycobacterium bovis, el
agente causante de la tuberculosis bovina (TBB).
M. tuberculosis y M. bovis pertenecen al comple-
jo TB, formando un grupo taxonémico dentro del
género micobacteria altamente relacionado a nivel
genético, dificil de diferenciar si no se aplican téc-
nicas moleculares. La TBB es considerada una de las
zoonosis mdas importantes en Argentina, a la cual
estan principalmente expuestos los trabajadores ru-
rales y de frigorifico, asi como, los que consumen
leche cruda sin pasteurizar. En Argentina, duran-
te 2004-2005, fueron recogidas 448 muestras de
esputos de pacientes con diagnostico de TB, don-
de el 2% de estas TB pulmonares fueron debido a
M. bovis. En este trabajo se identificé una cepa de
M. bovis multiresistente a las drogas antitubercu-
losas, que se transmitié por contagio persona-per-
sona'. Los resultados de tuberculosis debido a M.
bovis en humanos son sesgados debido a que mu-
chos de los casos son extrapulmonares, por ello, la
real prevalencia deberia establecerse estudiando
molecularmente los aislamientos de pacientes con
formas pulmonares y extrapulmonares. Es esencial
controlar y erradicar la TBB, en primer lugar por su
implicancia en Salud Publica, pero también por las
pérdidas que ocasiona en la produccién ganadera,
sumado a que limita el desarrollo de la industria
lechera y de la carne en el comercio internacional.
Los programas de erradicacion de TBB en Argenti-
na estdn basados en la deteccion de los animales
infectados utilizando la reaccion de hipersensibili-
dad retardada (DTH) producida por la inoculacion
intradérmica de un derivado proteico purificado de
M. bovis (PPD-B). En algunos paises para el control
de esta enfermedad también se utiliza un ensayo
que mide la liberaciéon de IFN-y, por linfocitos esti-
mulados con PPD-B. Este reactivo es una mezcla de
proteinas, lipidos y carbohidratos obtenidos de un
cultivo de M. bovis. Si se utiliza PPD-B para ambas
técnicas se obtienen falsos positivos con animales
infectados con Mycobacterium avium subsp. para-
tuberculosis (Map), el agente etiolégico de la pa-
ratuberculosis, o con animales sensibilizados con
otras micobacterias. El objetivo de este estudio
fue evaluar diferentes mezclas con proteinas an-
tigénicas conocidas de M. bovis y proteinas obte-
nidas de fracciones altamente inmunoreactivas de
la PPD-B, para mejorar la especificidad en el diag-
néstico de TBB.
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Materiales y Métodos

Los lotes de PPD-B comerciales que se utilizan en
el diagnostico de TBB son evaluados por SENASA uti-
lizando DTH en cobayos sensibilizados con M. bovis.
Por lo tanto, en la primera parte de este trabajo uti-
lizamos este modelo animal para evaluar nuevos re-
activos para el diagnostico de TBB. En este modelo
animal se probaron 2 mezclas con proteinas recom-
binantes de M. bovis. Mezcla 1 (M1): ESAT-6, CFP-10
y MPB83; y mezcla 2 (M2): ESAT-6, CFP-10, MPBS83,
MPB70, TB10:3 y HspX. La potencia de estas mez-
clas fue evaluada por DTH en cobayos sensibilizados
con M. bovis (n=6) y M. avium (n=4). El objetivo de
esta parte experimental fue contrastar la potencia
de las mezclas con la potencia de la PPD-B de pro-
duccion nacional, en los cobayos sensibilizados con
ambas micobacterias. Por esta razén en esta parte
experimental solo se utilizé PPD-B y no utilizamos
el derivado proteico purificado obtenido de la cepa
D4ER de M. avium (PPD-A). Se incluyé un grupo de
cobayos no sensibilizados como controles. En bovi-
nos, las mezclas se evaluaron midiendo liberacion de
IFN-y, con un ELISA comercial (Bovigam™; Prionics)
en animales experimentalmente infectados con M.
bovis (n=6) y vacunados con BCG (n=5). El nUmero de
animales utilizados en esta parte del trabajo respon-
di6 a la capacidad de los boxes de seguridad biol6-
gica que utilizamos para esta experiencia. También
se incluy6 un grupo de bovinos naturalmente infec-
tados con Map (n=17) para evaluar la especificidad
de las mezclas. Los resultados fueron expresados en
ODI=0D obtenida con las mezclas de proteinas/OD
obtenido con PBS. Una ODI>2 fue considerada posi-
tiva. En la segunda parte de este estudio, se realizé
un fraccionamiento de las proteinas de la PPD-B en
SDS-PAGE 12% vy las fracciones recolectadas por elec-
troelucion fueron evaluadas con la sangre de ani-
males experimentalmente infectados con M. bovis.
En las fracciones mas antigénicas se identificaron las
proteinas por espectrometria de masa (LTQ, Thermo
Fisher Scientific). Las nuevas mezclas se evaluaron en
un rodeo con TBB (n=58) y a su vez la especificidad
en un rodeo con PTB (n=10) utilizando el ensayo de
liberacion de interferbn gamma.

Resultados

En los cobayos sensibilizados con M. bovis no hu-
bo diferencias significativas cuando se inocul6 intra-
dérmicamente M1, M2 o PPD-B (Fig. 1A); mientras
que en los cobayos sensibilizados con M. avium, la
reaccion fue significativamente menor con M1 que
con PPD-B (P<0,05) (Fig. 1 inferior). Los cobayos no
sensibilizados resultaron negativos a la inoculacién
de las mezclas. Estos resultados mostraron que M1 es
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un reactivo potencialmente especifico para el diag-
noéstico de TBB. En los bovinos experimentalmente
infectados con M. bovis (Fig. 2 A), o vacunados con
BCG (Fig. 2 B) no se observaron diferencias signifi-
cativas entre los valores de IFN-y inducidos por M1,
M2 y PPD-B (Fig. 2 Ay B). Sin embargo, en animales
con PTB (Fig. 3), M1 es mas efectiva que PPD-B y M2
al no detectar animales con PTB (Fig. 3).

Cuando se evaluaron las proteinas contenidas en
las fracciones inmunogénicas de la PPD-B se identifi-
caron 7 proteinas: MPB70, MPB83, CFP10, CFP2, FixB,
PepA y HspX. Al utilizar M1 con FixB en la prueba de
IFN-y, aumento el reconocimiento de animales en un
rodeo con TBB (Fig. 4 A), sin detectar animales en un
rodeo con PTB (Fig. 4 B).

Discusion

Para formular el contenido de proteinas de M1y
M2 tuvimos en cuenta los siguientes datos previos:
1- los miembros de la familia Esx, tal como ESAT-6,
CFP-10 y TB10:3 (Rv3019¢) han sido identificados
como potentes antigenos capaces de activar las cé-
lulas T3, 2- en un ensayo con varios antigenos de
M. bovis midiendo liberaciéon de IFN-y en bovinos
naturalmente infectados, se encontré que ESAT-6
y CFP-10, fueron superiores a los otros antigenos
evaluados, para el diagnéstico de TBB*, 3- los anti-
genos de M. bovis, MPB70 y MPB83, inducen fuer-
te liberaciéon de IFN-y en experiencias con sangre de
animales con TBB, mientras que vacunados con BCG
o sensibilizados con M. avium no responden®, 4- el

Figura 1. Respuesta de intradermoreaccién (DTH) en cobayos sensibilizados.
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DTH inducida por PPD-B, M1y M2 en cobayos sensibilizados con M. bovis (A) y en cobayos sensibilizados con M. avium
(B). Las diferencias entre las respuestas fueron determinadas usando el test de Mann Whitney (*, P < 0.05).

Figura 2. Evaluacién de las mezclas en bovinos infectados o vacunados mediante el ensayo de liberacién de interferén

gamma.
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fraccionamiento de proteinas del filtrado de cultivo
y el extracto celular de M. bovis, permitié identificar
varias proteinas, de las cuales Esxl y HspX, fueron las
que detectaron la mayor cantidad de animales con
TBB, al ser utilizadas en la prueba de IFN-y®, 5- CFP-
10 y ESAT-6 estan presentes en el complejo TB y no
en el complejo M. avium, y la proteina MPB83, se
expresa mayoritariamente en M. bovis por lo cual
sus ortologos en otras micobacterias patégenas no
representa una limitacién para su utilizacién en una
mezcla especifica para el diagnostico de TBB’. De
acuerdo con estos estudios realizados previamen-
te, se prepararon 2 mezclas, que contenian, M1: ES-
AT-6, CFP-10 y MPB83; y M2: ESAT-6, CFP-10, MPB83,
HspX, TB10.3 y MPB70. Los antigenos contenidos
en M1, los cuales ya habian sido previamente eva-
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luados en bovinos con TBB?, en el presente estudio
fueron evaluados primero en cobayos sensibilizados
con M. avium, donde dieron una respuesta signifi-
cativamente menor que la reaccién obtenida por la
inoculacién de PPD-B, pero aun considerable. Esta
reaccion de M1 podria deberse a genes de la familia
esat-6 y cfp-10 presentes en M. avium®. La utilizacion
de estos antigenos podria influir negativamente en
el diagnostico especifico de TBB, sin embargo M1 in-
duce la liberacién de IFN-y en animales experimen-
talmente infectados con M. bovis, sin inducir una
reaccién positiva en animales vacunados con BCG
y solo detecté un animal en un rodeo con PTB. Con
respecto a M2, la otra mezcla utilizada en este estu-
dio, la inclusion de MPB70, Hspx y TB10:3 no incre-
mento la respuesta de IFN-y en animales con TBB,

Figura 3. Evaluacion de las mezclas en bovinos naturalmente infectados con MAP mediante el ensayo de liberacién de

Interferén gamma.
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Respuesta de IFN-y inducida por PPD-A, PPD-B, M1y M2 en bovinos naturalmente infectados con Map (n=17). Se expresan
los resultados de cada animal. La barra horizontal representa el valor medio de las ODIs. La linea horizontal punteada
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Figura 4. Evaluacion de la nueva mezcla por el ensayo de liberacién de interferon gamma.
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comparada con M1 a pesar de la inmunogenicidad
in vitro previamente demostrada de estas proteinas
adicionadas. Como algunos de estos antigenos, ta-
les como MPB70 y MPB83, comparten identidad en
la secuencia de proteinas > 70%, es probable que
su combinacién resulte redundante. En la formula-
cién de M1 con los antigenos dominantes de células
T, ESAT-6 y CFP-10, se incluyé MPB83, por que se ha
postulado que este antigeno, puede jugar un rol en
promover la iniciacién de la reaccién celular, de esta
forma ayudando a dar una mejor respuesta a los an-
tigenos dominantes™. La inclusién de un nuevo anti-
geno de la PPD-B, evaluado por primera vez en este
trabajo, FixB, aumenté la sensibilidad-especificidad
del diagnéstico de TBB con respecto a las mezclas
previamente evaluadas.

Conclusiones

La importancia de este estudio radica en que se
evaludé una mezcla de antigenos conocidos de M.
bovis, ESAT-6, CFP-10, MPB83 y un antigeno identi-
ficado en este trabajo, FixB, los cuales constituyeron
una mezcla reactiva de gran utilidad para el diag-
néstico especifico de TBB, diferenciando animales
con TBB de PTB. De acuerdo con el resultado obte-
nido por espectrometria de masas de las proteinas
contenidas en las fracciones mas inmunoreactivas de
la PPD-B, las 4 proteinas de esta nueva mezcla estan
contenidas en la PPD-B, pero a diferencia de lo que
ocurre con este ultimo reactivo, la nueva mezcla evi-
ta las reacciones falsas positivas por la presencia de
animales sensibilizados o infectados con otras mico-
bacterias. Por otra parte, la utilizacion de este nuevo
reactivo en el diagnéstico de TBB, también permiti-
ria utilizar vacunas contra PTB, sin que dichas vacu-
nas interfieran en el diagnéstico de TBB, una de las
principales causas por las mismas no son utilizadas
en los paises que aun no han erradicado la TBB.

El intuitivo
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Dicen que en el rifion de Andalucia hubo una escuela de médicos. El maestro preguntaba:

Que hay con este enfermo, Pepipllo?
lo tiene frito.

Y por qué lo dices salado?

Serior maestro: porque me sale del alma.

Para mi —respondia el discipulo— que se trae una cefalalgia entre pecho y espalda que

De Alfonso Reyes, El deslinde (1944),

en Cuentos breves y extraordinarios, de Jorge Luis Borges y Adolfo Bioy Casares.
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