ANTIGENOS EXPERIMENTALES
(DST-F Y P22) PARA EL
DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

DE LA TUBERCULOSIS EN

3

diagndstico

La tuberculosis (TB) bovina es una
micobacteriosis zoondsica producida por
miembros del Complejo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB), especialmente M. bovis
Y M. caprae (Valcheva et al., 2022).

La presencia de esta enfermedad en la
cabafa ganadera comporta una serie de
repercusiones sanitarias y econémicas por
lo que diversos paises, entre ellos Espafia, han
instaurado programas de erradicacion de la
TB en ganado bovino (MAPA, 2025).
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Estos programas se basan eminentemente
en una estrategia de diagnéstico y
sacrificio, principalmente mediante el
empleo de la intradermotuberculinizacion
simple y comparada (IDTBs e IDTBc,

respectivamente) y el ensayo de liberaciéon
de interferén-gamma (IGRA), combinada

=)

200,

con bioseguridad y vigilancia en <
matadero.
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¢{PUEDEN LOS ANTIGENOS DST-F
Y P22 MEJORAR EL RENDIMIENTO
DE LAS PRUEBAS DIAGNOSTICAS
ANTEMORTEM DE TB BOVINA?

Para la ejecucion de las pruebas
diagnésticas de caracter oficial,
basadas en la respuesta inmunitaria de
base celular, se emplean unos antigenos
denominados derivados proteicos
purificados (PPDs) o tuberculinas
(MAPA, 2025).

Sin embargo, las PPDs tienen una serie
de limitaciones:

A Presentan variabilidad en su
composicion proteica, o que puede
influir en la potencia bioldgica del
producto final, existiendo diferencias
entre fabricantes e incluso entre
lotes debido a las variaciones en su
produccion descritas en distintos
estudios (Dobbelaer et al., 1983; Good
& Duignan, 2011; Balks et al., 2025).

A El hecho de que algunos antigenos
de las PPDs se compartan entre
micobacterias del CMTB y
micobacterias no tuberculosas,
puede dar lugar a la aparicion de
interferencias diagnésticas en las
pruebas oficiales (Fernandez-Veiga
etal, 2023).
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Por estas razones, en los ultimos afos
se han desarrollado diferentes lineas de

investigacion con el objetivo de identificar,

producir y evaluar nuevos antigenos con
elevada sensibilidad y especificidad,

y cuyo proceso de produccion y
composicion sea mas homogéneo y
estandarizable que el de las PPDs,
especialmente en el caso de péptidos
sintéticos o proteinas recombinantes
(Middleton et al., 2021; Jones et al., 2022).

Como resultado de estas investigaciones,
en los ultimos afos se han desarrollado:

» Mezclas de antigenos sintéticos, como
ESAT-6, CFP-10, y Rv3615c (Jones et al.,
2022).

> Inmunocomplejos purificados a partir
de la de la PPD bovina (PPDb) como
el complejo proteico P22 (Infantes-
Lorenzo et al., 2017).

v

Originalmente, estos nuevos antigenos se
destinaron principalmente para su uso en
técnicas in vitro (IGRA y serologia) (Sidders
etal, 2008, Infantes-Lorenzo et al., 2019),
siendo en los ultimos afios cuando se han
empezado a realizar estudios para evaluar
su rendimiento en técnicas in vivo (Arrieta-
Villegas et al., 2020; Jones et al., 2022).

A
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Recientemente se han realizado estudios para
En el caso concreto de las mezclas

peptidicas, las investigaciones iniciales
iban encaminadas a obtener un
producto DIVA (por sus siglas en inglés ,@ P22 (Arrieta-Villegas et al., 2020).
Differentiating Infected from Vaccinated
Animals) que permitiese discernir entre
animales vacunados e infectados
(Vordermeier et al., 2016).

evaluar el rendimiento diagndstico de varios
de estos antigenos:

@ Diferentes combinaciones de ESAT-6,
CFP-10, Rv3615c y Rv3020c (K6hler et
al., 2021).

D MDT, resultante de la combinacion de
CFP-10, ESAT-6, Rv1789, Rv3020c, Rv3478,
Rv3615¢, Rv3616¢ y Rv3810 (Middleton et
al., 2021).

Sin embargo, en los ultimos afos las
lineas de investigacion que conciernen
a estos antigenos han evolucionado

a escenarios diagnosticos sin

vacunacioén (Kumar et al., 2021). £ DST-F, compuesto por ESAT-6, CFP-10 y

Rv3615c (Jones et al., 2022; Subramanian
L @\ et al, 2022; Holder et al,, 2023).
El objetivo principal era desarrollar \ ’

alternativas a las PPDs con una mayor

S especificidad y una sensibilidad similar.

]

‘é > Adicionalmente, en el caso de las

_g mezclas sintéticas, permitiria Uso de DST-F y P22 en IDTB e IGRA

© estandarizar la produccién y
composicion, reduciendo la necesidad El uso de estos antigenos en la IDTBy en
de pruebas de potencia bioldgica en el IGRA en diferentes especies (bovidos
animales para su validacion, que son domeésticos y caprino) ha mostrado resultados
complejas, poco reproducibles y no prometedores en términos de sensibilidad
siempre representativas de la calidad y especificidad, de manera que podrian
del producto final (Balks et al., 2025; representar una posible alternativa a las
Good et al., 207]). PPDs en el futuro (Arrieta-Villegas et al., 2020;

Kumar et al., 2021; Middleton et al., 2021; Jones
et al., 2022; Subramanian et al., 2022).

El DST-F ha sido evaluado principalmente
en ganado bovino (Jones et al.,, 2022;
Subramanian et al., 2022; Holder et

al., 2023) y bufalos (Kumar et al.,

202]) en estudios a pequena escala
observandose, en lineas generales, una
mayor especificidad que cuando se
utiliza la PPDb y una sensibilidad similar,
constituyendo por tanto un potencial
candidato para sustituirla.

DST-F

€nos experimentales (DST-F y P22) para el diagnéstico inmunolégico de la tuberculosis en ganado bovino
)



No existian datos relativos al
funcionamiento del complejo P22 con
respecto a las PPDs para la realizacion de
la IDTB e IGRA en ganado bovino.

,ﬁ En caprino, un estudio a pequeia

escala observé un mejor
rendimiento de ambas técnicas
oficiales empleando P22 como
antigeno con respecto a PPDs
(Arrieta-Villegas et al., 2020) y
ha sido evaluado principalmente
en técnicas de deteccion de
anticuerpos (Ortega et al., 2022;
Velasco et al., 2024).

Complejo P22

Son necesarios estudios de campo

a gran escala que generen datos
sobre el rendimiento de las pruebas
de diagnéstico oficial (IDTB e
IGRA) empleando estos dos nuevos
antigenos en rumiantes domésticos

para extraer conclusiones sobre su
fiabilidad para ser utilizados bajo
diferentes situaciones epidemiolégicas
en el contexto de programas de
erradicacion de TB.
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EVALUACION DEL RENDIMIENTO DE
LAS PRUEBAS DE BASE CELULAR
EMPLEANDO EL DST-FY LA P22

COMO ANTIGENOS EN PRUEBAS DE
CAMPO: EL PROYECTO imdiTBap

El proyecto internacional “Improving the
diagnosis of tuberculosis in domestic
ruminants through the use of new antigens
and test platforms” (imdiTBap)” tiene
como uno de sus principales objetivos la
evaluacion del rendimiento diagndstico
de los antigenos DST-F y P22 en diferentes
especies de rumiantes domésticos y m
condiciones sanitarias y epidemioldgicas,
encuadrandose los resultados de este articulo
dentro del mismo.

Diseio del estudio

diagnoéstico

Dentro de las actividades comprendidas en

este proyecto, el centro VISAVET ha evaluado el
rendimiento de las técnicas oficiales de diagndstico
de TB de base inmunoldgica en ganado bovino
empleando DST-F y P22 en comparacién con

los resultados obtenidos empleando las PPDs.

f) En el desarrollo de las actividades necesarias
para cumplir este objetivo, se evalug el
rendimiento de la IDTB e IGRA en vacas de
cuatro explotaciones con TB (confirmadas
mediante cultivo bacterioldgico) empleando los
nuevos antigenos y las PPDs tradicionales.
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En el caso de las pruebas intradérmicas, los
animales (n=103) fueron sometidos a la IDTBs,
IDTBcy una intradermorreaccion (IDR) con
DST-F (IDR-DST-F) y P22 (IDR-P22).

D Previoala realizacion de las pruebas
intradérmicas se tomaron muestras de sangre
de estos mismos animales para una posterior
estimulacion con las PPDs tradicionales,
DST-F y P22 y realizar la técnica del IGRA
con el kit comercial Bovigam (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, EEUU).

Los criterios de interpretacién para las
diferentes pruebas intradérmicas (IDTBs,
IDTBc e IDR) y la técnica de IGRA vienen
descritos en las Tablas 1 y 2.

Para establecer las diferencias en lo relativo a la
proporcion de reactores a las diferentes técnicas
utilizando diferentes antigenos en el estudio se

diagndstico

de 0,05 como estadisticamente significativo.

analizaron estadisticamente utilizando el test Q de
Cochran y de McNemar ajustando el valor p con la
correccion de Bonferroni y considerando un valor p

Resultados preliminares

El mayor niimero de reactores a las pruebas
intradérmicas (IDTBs-IDR) se detecto al
emplear como antigeno la P22, tanto
empleando un criterio de interpretacion
estandar (7/103; 6,8 %) como severo
(10/103; 9,7 %), sequida de la

PPDb (6/103;5,8 %y 8/103; 7,8 %;
respectivamente) y DST-F (4/103; 3,9 % con
ambas interpretaciones).

» Enel caso del DST-F, el ndmero de reactores
se increment6 utilizando un punto de corte
extra-severo (recomendado por el fabricante)
obteniéndose un niimero de reactores similar al
observado con la interpretacion estandar de la
IDR-P22 (7/103; 6,8 %) y ligeramente superior a la de
la IDTBs (6/103; 5,8 %).

En cambio, el uso de las interpretaciones estandar

y severa (4/103; 3,9 %) de la IDR-DST-F condujo

a una reactividad de la técnica similar a la IDTBc,
especialmente a su interpretacion severa (4/103; 3,9
%) (Tabla 1y Grdfica 1).

Hubo diferencias significativas en la proporcién
de reactores al emplear los diferentes antigenos
(p<0,05):

@ El ndmero de reactores ala
interpretacion severa de la
IDR-P22 fue significativamente
mayor (p < 0,05) con respecto al
observado a la misma interpretacién de la
IDR-DST-F (Grdfica 1).

,@ Se observé un mayor numero de reactores
al emplear la P22 como antigeno con
respecto a la PPDb, siendo contrarioa lo
observado en un estudio previo en ganado
caprino (Arrieta-Villegas et al., 2020).

Una posible explicacion podria ser las diferencias
entre especies, siendo esta mayor reactividad de
as pruebas intradérmicas utilizando P22 como
antigeno caracteristico de la especie bovina.
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estudio.

Técnica Antigeno (s)

[ | / 4 o #
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Tabla 1. Niimero (n) y porcentaje (%) de animales positivos a las pruebas intradérmicas utilizando los diferentes antigenos del

Criterio de
interpretacion

Animales evaluados (n = 103)

Estandar 6 58

IDTBs PPDb
Severo 8 78
Estandar 3 29

IDTBc PPDbyPPDa

Severo 4 39
Estandar 4 39
DST-F Severo 4 39
IDR Extra-severo 7 6,8
Estandar 7 6,8

P22
Severo 10 9,7

Para la IDTBs/IDR se considerd como reactor aquel animal que presentd un incremento en el grosor del pliegue cutdneo > 4 mm (interpretacion estandar),
>3 mm (criterio severo) 0 > 2 mm (criterio extra-severo; inicamente empleando DST-F como antigeno) y/o que presentd signos clinicos en la zona de

administracion del antigeno.

Para la IDTBc se considerd reactor aquel animal que presentd una respuesta bovina > 4 mm (criterio estandar) o > T mm (criterio severo) con respecto a la
respuesta aviar y/o presentase signos clinicos en la zona de administracién de la PPDb.

Jo

En cuanto al DST-F, la menor reactividad
mostrada con este antigeno en las
pruebas intradérmicas con respecto a

la PPDb ha sido observada en estudios
previos en ganado bovino infectado
(Jones et al, 2022; Holder et al.,, 2023).

Sin embargo, son necesarios mas
estudios que permitan confirmar

los hallazgos observados en este
estudio, especialmente en lo relativo
alas diferencias observadas en la
reactividad entre P22 y DST-F, al ser el
primer estudio en el que se comparan
ambos antigenos en esta especie.
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Grdfica 1. Porcentaje de reactores a las técnicas intradérmicas
en animales procedentes rebarios de ganado bovino infectados
deTB(n=103). *p < 0,05.
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Respecto al rendimiento mostrado por el IGRA, los resultados de |a reactividad obtenida se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Niimero (n) y porcentaje (%) de animales positivos al ensayo de liberacidn de interferon-gamma (IGRA)
utilizando los diferentes antigenos del estudio.

Kit diagndstico Técnica

Animales evaluados (n = 103)

IGRA - PPDb 21 20,4
Bovigam IGRA - DST-F 22 214
IGRA - P22 23 22,3
Se obtuvieron reactividades muy similares 30%
con los tres antigenos (PPDb, DST-F y P22)
utilizando el kit Bovigam (Tabla 2 y Grdfica 2). 21.4% 22,3%
a ’
De hecho, no se observaron diferencias ‘g 20%
significativas (p > 0,05) en las muestras f
estimuladas (n=103) con los diferentes -z_g,
antigenos que resultaron positivas, obteniéndose s 0%
un porcentaje de reactores del 20,4 % (21/103), S
del 21,4 % (22/103) y del 22,3 % (23/103)
empleando PPDb, DST-F y P22, respectivamente. 0%
0
N IGRA-DST-F IGRA-P22

La mayor reactividad mostrada con P22 va en
linea con lo observado previamente en ganado
caprino con este mismo kit (Arrieta-Villegas
etal, 2020). Atendiendo a los resultados
obtenidos estimulando las muestras con DST-F,
la reactividad conseguida con este antigeno,
similar a la observada con PPDb, ha sido descrita
previamente en esta especie (Holder et al., 2023).

Grdfica 2. Porcentaje de reactores a la técnica del IGRA en
animales procedentes rebafios de ganado bovino infectados
de TB (n=103) empleando el kit Bovigam.
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CONCLUSIONES

En el presente estudio, el mayor rendimiento
diagnostico de las pruebas intradérmicas
(IDTB/IDR) se obtuvo al emplear P22 como
antigeno, seguido de la PPDb y el DST-F,
este Ultimo muy similar al observado al
aplicar la IDTBc y significativamente menor
que el observado con P22.

En cambio, no se observaron diferencias
significativas en el rendimiento diagnéstico
mostrado por el IGRA utilizando PPDb,
DST-F y P22, presentandose variaciones
minimas entre la reactividad mostrada por los
diferentes antigenos.

Estos resultados preliminares
proporcionan informacion valiosa

de la utilidad del DST-F y P22

como antigenos en las pruebas

de diagnéstico oficial de base
inmunoldgica de la TB en ganado
bovino, siendo necesario confirmar estos
hallazgos con los resultados en rebafios
libres y los andlisis realizados por otros
paises que participan en el proyecto
imdiTBap.
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