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Abstract

Antibody response to PPD of cattle from herds with different tuberculosis status was assessed by ELISA.
Tuberculosis-free group presented significantly lower optical density values than herds in which tubercu-
losis had been controlled in infected herds or cattle with necropsy—proven tuberculosis. Highest antibody
levels were found in serum samples from tuberculous cattle and infected herds. However, some animals from
the controlled group, in which tuberculin reactors were not demonstrated in the last year, showed also high
antibody levels by ELISA suggesting a residual infection present in these herds. Two tuberculous animals,
tuberculin non-reactors (anergic), showed high antibody titers. These results indicate the usefulness of ELISA
with PPD as an antigen to identify anergic Mycobacterium bovis infected animals, and for monitoring and
confirming the epidemiological status of herds under-control by the tuberculosis eradication campaign.
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Resumen

Se evalué mediante ELISA la respuesta de anticuerpos contra el derivado proteinico purificado de M. bovis
(PPD) en hatos con distintas prevalencias de tuberculosis. En el ganado libre de tuberculosis, los valores de
densidad 6ptica fueron significativamente menores a los obtenidos en hatos controlados, infectados y en
bovinos con tuberculosis confirmada. Los niveles méas altos de anticuerpos se encontraron principalmente
en sueros obtenidos del ganado tuberculoso y en los hatos infectados. Sin embargo, algunos bovinos dentro
del grupo testigo, sin individuos reactores a la tuberculina por espacio de un afio, mostraron valores altos
en el ELISA, lo que sugiere la presencia de una infeccion residual en esos hatos. Dos de los titulos més altos
de anticuerpos se encontraron en dos animales con tuberculosis, sin reaccién a la tuberculina, confirmando
la utilidad del ELISA con PPD como antigeno para identificar animales anérgicos. Los anticuerpos anti-PPD
podrian ayudar a verificar la situacion epidemiolégica de la tuberculosis en hatos bajo control de la campafia
de erradicacion.

Palabras clave: TUBERCULOSIS BOVINA, ELISA, PPD.

Recibido el 2 de mayo de 2001 y aceptado el 31 de julio de 2001.
* Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Microbiologia, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
Carretera México-Toluca, km 15.5, Col. Palo Alto, 05110, México, D. F.
** Departamento de Biomedicina Molecular, Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados, Instituto Politécnico Nacional, Av. Instituto
Politécnico Nacional, 2 508, Col. San Pedro Zacatenco, 07360, México, D. F.
*** Departamento de Inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México, 04510, México, D. F.
+ Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, Universidad Nacional Auténoma de México, Carretera Cuautitlan-Teoloyucan, km 7.5,
Xhala, Cuautitlan lzcalli, 54700, Estado de México, México.
++ Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Autdbnoma de México, 04510, México, D. F.

Vet. Méx., 32 (3) 2001 207



Introduccién

Mycobacterium bovis ocasiona tuberculosis (TB) en el
ganado bovino y causa un detrimento estimado en
cientos de millones de dolares al afio en laganaderia.l?
En México, como en gran parte del mundo, los progra-
mas gubernamentales para controlar y erradicar laTB
bovinautilizan unesquemade aplicacion intradérmica
de la tuberculina (PPD) y el sacrificio de los animales
reactores.® Sin embargo, se estima que hasta 19% de
ganado tuberculoso no reacciona a la tuberculina.*®
Por otra parte, la reincidencia de hatos previamente
saneados genera problemas socioecondmicosy de cre-
dibilidad en las campafias de erradicacion.’

La evaluacion in vitro de la respuesta inmune es
actualmente un campo que brinda buenas alternativas
para complementar el diagnoéstico de la TB.” El ensayo
inmunoenzimatico (ELISA) hasido utilizado para detec-
tar anticuerpos en el suero contra los antigenos de M.
bovis. Parael ELISA se hanutilizado diferentesantigenos,
tales como el PPD.}® el filtrado de cultivo,® asi como
antigenos purificados, ya sean nativos'®*? o recombinan-
tes.® Diversos estudios coinciden en concluir que esta
prueba tiene una alta especificidad y una baja sensibili-
dad, comparada con las pruebas de tuberculina y la de
interferon gamma.**** Sin embargo, el ELISA puede
identificar animales infectados en etapas previas al desa-
rrollo de hipersensibilidad retardada, asi como animales
en los que esta reaccion esta suprimida (anérgicos). La
razén de dichos resultados radicaen ladivergenciaentre
lainmunidad humoral y lacelularenel cursode laTB.15Y

En este trabajo se describe la respuesta de
anticuerpos contrael PPD, evaluados por latécnicade
ELISA en hatos_ lecheros con distintas prevalencias de
tuberculosis. Los resultados sugieren que estos estu-
dios podrian ser una fuente importante de informa-
cion para la Campafa Nacional de Erradicacién de la
Tuberculosis Bovina en México (CANETB).

Material y métodos
Grupos de estudio

Se trabajaron hatos de bovinos lecheros Holstein
Friesian de entre dos y cinco afios de edad. Con el
apoyode laCANETBtodoslosanimalesfueron proba-
dos aplicando 0.1 ml (1 mg/ml) PPD de M. bovis ANS5,
via intradérmica, en el pliegue ano-caudal.

El grupo A (n =20) incluy6 animales negativos a la
tuberculina, pertenecientes a hatos en proceso de erra-

* Nunc-Immuno Plate MaxiSorp F96, Denmark.
** Sigma Chemical Co., St. Louis, Mo.
*** | ector de ELISA, MultiScan Sigma.
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dicacidn, ubicados en el estado de Sonora, México. El
grupo B (n=78) estaba formado con animales de hatos
en campafia, en los cuales no se detectaron animales
reactores a la tuberculina durante el ultimo afio de
pruebas. Los animales de los grupos C y D, ubicados
en el estado de Chiapas, México, provenian de hatos
sin control, que fueron sometidos al esquema de cam-
pafia por primera ocasion. En ellos se estimd una
prevalencia de 50% de TB. El grupo C (n =79) incluyd
solamente animales negativos a la tuberculina, y el
grupo D (n=70) tnicamente reactoresalatuberculina.
En el grupo E (n = 23) se incluyeron 21 animales
positivos a la tuberculina y dos negativos a esta prue-
ba, todos provenientes de hatos con una prevalencia
mayor a 50% de TB y con aislamiento previo de M.
bovis, ubicados en el Estado de México, México.

Los animales de los grupos denominados testigos
(A y E) fueron sacrificados después de la toma de
suero y de la aplicacion de la prueba de tuberculina.
Durante el sacrificio se realizé una inspeccién post
mortem y se tomaron muestras de tejido para el culti-
vo de M. hovis e histopatologia conforme a lo reco-
mendado por Corner.!® Las muestras enviadas para
intentar el cultivo de M. bovis fueron procesadas y
cultivadas individualmente, como se describe, por
Payeur.'® Las muestras de histopatologia fueron exa-
minadas para determinar la presencia de lesiones
tuberculosas y de bacilos acido-alcohol resistentes,
como se sugiere por Corner.?

ELISA

Se obtuvo suero sanguineo de los 270 bovinos inclui-
dosenel estudio. Como antigeno para las pruebas de
ELISA se utilizé PPD de M. bovis dializado contra
solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.01 M, pH
7.2durante 24ha4°C.Lasconcentracionesy dilucio-
nes 6ptimas de antigeno, suero, conjugado y sustrato
se estimaron previamente.? Se adsorbieron placas de
96 pozos* con 1.0 pg de PPD diluido en 100 pl de
solucion de carbonatos pH 9.6 toda la noche a tempe-
raturaambiente. Después de lavar, se bloquearon los
sitios reactivos del plastico con unasolucion de leche
descremada al 3% en PBS-0.1% Tween 20 durante 2 h
a 37° C. Las placas se lavaron nuevamente y se
incubaron a37°C durante 1 h con 100 pl de los sueros
diluidos 1:100 por triplicado. Después de lavar, se
afiadieron 100 pl de proteina G marcada con peroxi-
dasa** diluida 1:10 000 para revelar los anticuerpos
IgG. La peroxidasa se revel6 con 100 pl de una solu-
cion de orto-fenilendiamina en solucién amortigua-
dora de citratos pH 4.5 y peréxido de hidrégeno. La
reaccion se detuvo con 50 pl/pozo de acido sulfarico
2 My las densidades 6pticas se leyeron a 492 nm en
un lector de ELISA.***



Resultados

Los analisis bacteriologicos confirmaron la ausencia
de infeccion por M. bovis u otras micobacterias en el
grupo A. En todos los animales del grupo E se encon-
traron lesiones compatibles con tuberculosis a la ins-
peccién postmortem, las cuales se localizabanen nédulos
linfaticos de cabeza y torax. El 100% de las lesiones
fueron confirmadas mediante histopatologia
(linfadenitis granulomatosa multifocal) y M. bovis fue
aislado de 14 animales (60%).

Las densidades 6pticas (DO) de los grupos se com-
pararon mediante la prueba de ANOVA Kruskal-
Wallis y la correccion de Dunn’s para la comparacion
multiple usando el software Prisma.*

Los valores P < 0.05 se consideraron significativos.
En todos los grupos de estudio se observo una amplia
variacion en las DO determinadas por medio de ELI-
SA (Figural). El ganado libre de tuberculosis (grupo
A) mostrd diferencias significativas respecto del gana-
do de hatos controlados (grupo B, P <0.05), infectados
(grupos C, P < 0.001 y D, P <0.001) y en el ganado
tuberculoso (grupo E, P <0.001).

El promedioméasaltodelosvaloresde DO se observd
en el grupo con tuberculosis confirmada. La respuesta
inmune humoral de los grupos C y D fue similar,
independientemente de larespuestaalatuberculina. El
promediodelas DOenelgrupocontrolado (B) tampoco
mostro diferencias significativas respecto de los grupos
infectados (C y D), y once animales tuvieron valores
altos (>0.6). Sinembargo, los valores bajos (< 0.3) fueron

Figural.Valoresdedensidad éptica determinados mediante ELISA,
usando PPD como antigeno. Distribucién de la serorreactividad en
los grupos de bovinos: Libres de TB (A), en control (B), infectados,
negativos (C) o positivos (D) a la tuberculina y con tuberculosis
confirmada (E). La linea horizontal indica la DO promedio en cada
grupo. Las DO promedio + la desviacion estandar para cada grupo
se muestran en la figura.

* Version 3.0 para windows, GraphPad, San Diego, Cal., USA.

mas frecuentemente encontrados en los animales del
grupo controlado (B) y el libre (A).

Dos animales con tuberculosis confirmada, sin reac-
cién a latuberculina, presentaron dos de los valores de
DO maés elevados de todo el estudio y los més altos de
su grupo (Figura 1; grupo E). En uno de ellos se encon-
traron lesiones diseminadas en térax y abdomen. En el
otro, s6lo se encontrd una lesion en uno de sus nédulos
linfaticos, asociada con el tracto respiratorio.

Tomando en cuenta los antecedentes epidemiol6-
gicos de los hatos, asi como los andlisis antemortem y
postmortem, se considerd al grupo A como testigo
negativo y al grupo E como testigo positivo. Con la
finalidad de establecer laespecificidad y sensibilidad
del ELISA en este trabajo, se analizaron los grupos
testigos Ay E. Se calcularon distintos valores de corte
agregando1,1.5,2,2.5y3desviaciones estandar (DS)
alaDO promedio del grupo A. Con lasuma de 1 DS,
82.6% (19/23) del ganado con tuberculosis fue diag-
nosticado (grupo E), y 85% (17/20) del ganado libre
de TB (grupo A) fue descartado de una posible infec-
cion con M. bovis. La especificidad de la prueba llegd
a 100% con la adicion de 2.5 DS; de manera inversa,
la sensibilidad disminuy¢ significativamente desde
la adicién de 1.5 DS (60.9%).

Discusion

En México la TB en el ganado bovino es un problema
grave de sanidad animal. La prueba de tuberculina ha
demostrado su gran utilidad para el control de esta
enfermedad bajo un esquemade aplicacion periddica.
Esta estrategia, aunque presenta una buena sensibili-
dad y especificidad para la identificacion de animales
infectados, hasidoinsuficiente paralograr laerradica-
cién de la enfermedad.

En el presente estudio, al analizar los anticuerpos
contra el PPD mediante ELISA se observé que los
valores de DO para el grupo libre de tuberculosis
fueron bajos (0.0-0.5). La especificidad del ELISA per-
mite suponer que unaaltaserorreactividad en la prue-
ba puede sefialar una reaccion especifica contra M.
bovis en individuos y en hatos infectados con esta
especie de micobacteria.?

La respuesta alta de anticuerpos contra el PPD en
algunos de los bovinos del ganado controlado sugiere
que el ELISA-PPD podria ser un método util para
determinar infecciones residuales en hatos en donde
recientemente se han dejado de encontrar reactores a
la tuberculina, ya que es comun en todo el mundo la
reaparicion de nuevos casos.*5%

Enesteestudiofueevidente unareactividad similar
en los grupos provenientes de hatos sin control, inde-
pendientemente de su reactividad a la tuberculina. Lo
anterior corrobora la discrepancia entre lainmunidad
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humoral y celular en el curso de la tuberculosis bovi-
na.* No obstante los titulos de anticuerpos mas eleva-
dos se encontraron en el grupo de animales con lesio-
nes compatibles con la tuberculosis y los mas bajos en
el grupo libre de tuberculosis.

ElI ELISA-PPD permitio identificar a dos animales
con tuberculosis, sin reaccion a latuberculina o anér-
gicos, lo que confirma la utilidad de la prueba para
identificar ese tipo de casos.!® Los origenes de la
anergia al PPD no han sido totalmente definidos,
perose atribuyen a lainmunosupresion®y al parecer
se asocian con factores como el estrés en el pico de
lactancia, desnutricién, tratamientos con prostaglan-
dinas o con esteroides.?®?

En resumen, la posibilidad de tener tuberculosis es
mayor en los animales que muestran niveles altos de
anticuerpos anti-PPD. Las observaciones realizadas
apoyan lo descrito en otros paises,’** donde se de-
muestra que la serologia es Gtil para identificar algu-
nos animales infectados con M. bovis, que no reaccio-
nan a la tuberculina, asi como para identificar hatos
con la infeccion. Los datos obtenidos en hatos con
distintas prevalencias de la TB permiten concluir que
el ELISA-PPD puede ser (til en estudios epidemiolo-
gicos, para verificar la sanidad de un hato durante la
campanfa de erradicacion de la TB bovina en México.
Enestudios posteriores se deberaconfirmar lautilidad
de la prueba para identificar la infeccion residual de
TB en hatos previamente saneados.
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