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La tuberculosis caprina (TB) es una zoonosis causada por miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC). Los programas de erradicacion de la tuberculosis
Caprine se basan principalmente en las pruebas de tuberculina intradérmica y la vigilancia de los mataderos. Diferentes factores pueden afectar el rendimiento de las
pruebas de diagndstico de tuberculosis utilizadas en los rebafios caprinos y, por lo tanto, su capacidad para detectar animales infectados. El presente estudio evalta el
efecto de la administracion fraudulenta de dos sustancias antiinflamatorias, la dexametasona y el ketoprofeno, en el rendimiento de las técnicas de diagndstico de la
tuberculosis utilizadas en cabras, asi como la idoneidad de la cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para su deteccién en muestras de cabello. Los animales
(n =90) se distribuyeron en tres grupos: (1) un grupo tratado con dexametasona (n = 30); un segundo grupo tratado con ketoprofeno (n = 30); y un tercer grupo de control
no tratado (n = 30). Tanto los grupos de dexametasona como de ketoprofeno fueron sometidos a inoculacién intramuscular con las sustancias 48 horas después de la
administracion de derivados proteicos purificados bovinos y aviarios (PPD), es decir, 24 horas antes de que se interpretaran las pruebas. Todos los animales fueron
sometidos a pruebas de tuberculina intradérmica Unicas y comparativas (SIT y CIT, respectivamente), ensayo de liberacién de interferén-gamma (IGRA) y ELISA P22. El
numero de reactores de prueba SIT fue significativamente menor en los grupos de dexametasona (p = 0,001) y ketoprofeno (p < 0,001) 72 horas después de la
inoculacién de PPD en bovino en comparacién con el grupo de control. Se detecté un numero significativamente mayor de reactores positivos para IGRA dentro del grupo
de dexametasona (p = 0,016) 72 horas después de la administracion de PPD en comparacién con el grupo de control. La deteccion de dexametasona y ketoprofeno en
muestras de cabello o suero fue un desafio cuando se usé HPLC, ya que estas sustancias no se detectaron en animales cuyo grosor de pliegue de la piel (SFT) se redujo,
lo que podria ser un problema si se utilizan con fines fraudulentos. En conclusion, la administracion parenteral de dexametasona o ketoprofeno 48 horas después de la

administracion de PPD puede reducir significativamente el aumento de SFT (mm) y, posteriormente, el nimero de reactores positivos para la prueba SIT.

Introduccién

La tuberculosis de Caprine (TB) es una enfermedad zoonética crénica causada por miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), y principalmente la
variante de Mycobacterium tuberculosis bovis (M. bovis) y la variante de M. tuberculosis caprae (M. caprae), siendo M. caprae el principal agente causal en Espafia (1). Se
sabe que la tuberculosis es una enfermedad multihuésped que afecta a una amplia gama de especies domésticas y silvestres y a los seres humanos (2-5). Ademas, la
presencia de tuberculosis en el ganado conduce a pérdidas econdmicas debido a la reduccién del rendimiento de leche y la fertilidad, las condenas en los mataderos, las
restricciones a los mercados y el costo del diagnéstico (3-8). En el caso de Espafia, cuya poblacion caprina es una de las mds grandes de la Unién Europea (UE) (9),
ciertas regiones han implementado programas regionales de erradicacion (10). Estos programas de erradicacion de la tuberculosis caprina se basan principalmente en
estrategias de prueba y sacrificio que utilizan las pruebas de tuberculina intradérmica Unicas y comparativas (SIT y CIT, respectivamente) como piedra angular del

diagndstico ante mortem y la vigilancia en el matadero (6). El ensayo de liberacién de interferon-gamma (IGRA), en casos especificos, también se ha utilizado para
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especiniciaaaq, y varios ractores podrian arectar su renaimiento (1 1-19). Uno ae estos 1aClores es I1a aaministracion ae sustancias antinriamatorias, que, segun estuailos
anteriores en cabras (16) y ganado (17, 18), son capaces de modificar los resultados de las pruebas oficiales de diagndstico de tuberculosis realizadas en rumiantes. Un
estudio reciente en cabras demostré que una aplicacion tépica reciente de un corticosteroide (betametasona) en el sitio de inyeccién de PPD puede reducir
significativamente el nUmero de reactores para las pruebas SIT/CIT (16). Este efecto no se observé en los resultados de IGRA y P22 ELISA, y este hallazgo se asocié con
la aplicacién tépica de betametasona (16). Sin embargo, estudios anteriores han demostrado que la administracién parenteral de dexametasona reduce la produccién de
IFN-y en el ganado infectado por la tuberculosis, lo que resulta en reactores falsos negativos para el IGRA (17, 18). Por lo tanto, estos resultados sugieren que la
administracion de corticosteroides puede interferir con el diagnéstico de tuberculosis en rumiantes de diferentes maneras dependiendo de la ruta de administracion (16-
18). La administracion parenteral de sustancias antiinflamatorias podria usarse con fines fraudulentos con el fin de interferir con el diagnéstico de la tuberculosis al
inhibir las reacciones inflamatorias locales (pruebas SIT/CIT) y sistémicas (IGRA) en cabras. Sin embargo, hasta el mejor conocimiento de los autores, ningin estudio
previo ha evaluado el efecto de la administracién parenteral de sustancias antiinflamatorias en el resultado de las pruebas de diagndstico de tuberculosis en cabras. De
hecho, no solo los corticosteroides, sino también otras sustancias antiinflamatorias podrian utilizarse para este propdsito de acuerdo con la comunicacién personal de
los servicios veterinarios oficiales de Espafa. En este contexto, en los ultimos afios, las autoridades de diferentes regiones de Espafia han comenzado a investigar el uso
fraudulento de diferentes sustancias administradas por via parenteral con el fin de modificar el resultado de las pruebas oficiales de diagndstico de tuberculosis en
rumiantes (19). Ademas, es importante destacar las dificultades que implica demostrar este tipo de actividades fraudulentas debido a la gran variedad de sustancias y
protocolos de administracion que se pueden aplicar en rumiantes para modificar el resultado de las pruebas de diagndstico de tuberculosis. El desarrollo y la evaluacion
de metodologias, con el fin de establecer protocolos eficaces para la deteccidn de estas sustancias, son, por lo tanto, de suma importancia. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio era determinar, por primera vez, si la administracion parenteral de dexametasona o ketoprofeno 48 horas después de la administracion de PPD interfiere
con el diagndstico de la tuberculosis caprina mediante pruebas intradérmicas, y si este protocolo también afecta a los resultados de otras técnicas de diagndstico como
las pruebas basadas en IGRA y También se desarrollé y aplicé un protocolo especifico para la deteccién de dexametasona y ketoprofeno en muestras de suero y cabello

con el fin de demostrar la presencia de estas sustancias en las cabras de los diferentes grupos experimentales.

Materiales y métodos

Diseno experimental

El estudio se llevé a cabo en una manada de cabras lecheras de la raza Guadarrama infectada con tuberculosis ubicada en el centro de Espafia. Este rebato (n = 161)
habia sido confirmado previamente como infectado por tuberculosis mediante un cultivo bacteriolégico (M. bovis SB0121). Los animales fueron sometidos a la prueba
SIT, la prueba CIT, IGRA (en muestras de plasma) y P22 ELISA (en muestras de suero) 3 meses antes del inicio de este estudio y hubo una prevalencia aparente del 40,9%
(IC del 95% 33.7-48,7), del 7,5% (IC del 95% 4.3-12.6), del 50,3% (IC del 95% de IC 42 Segun estos resultados, esta rebato se consideraba una reba de alta prevalencia.
Ademas, esta rebaza se habia sometido a un programa de vacunacién contra Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), utilizando la vacuna Gudair (CZ

Vaccines, Porrifio, Espafia) en animales de 6 meses de edad. Las cabras se seleccionaron sobre la base de los resultados anteriores de las pruebas de tuberculosis
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realizaron utilizando plasma y suero, respectivamente, ambos obtenidos de muestras de sangre entera recogidas en los dias 0 y 3 (Figura 1). Ademas, se recogieron
muestras de cabello y suero en el dia 3 (Figura 1) para detectar dexametasona y ketoprofeno mediante cromatografia liquida de alto rendimiento y espectrometria de
masas (HPLC-MS). Se utilizaron cuchillas de afeitar para recoger quince muestras de pelo de los lados izquierdo y derecho del cuello y otras 15 de los lados izquierdo y
derecho de la espalda de los animales de los grupos dexametasona, ketoprofeno y control. Se recogieron muestras de suero de todos los animales de cada grupo
experimental. Ademas, se analizaron muestras de suero de 10 animales de cada grupo para el analisis del patron de produccion de citocinas/quimiocinas en los tres

grupos experimentales.
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Resumen del disefio experimental. Las siluetas blancas representan cabras sin tratar y las siluetas de cabras negras representan cabras tratadas con dexametasona
(0,06 mg/kg) o ketoprofeno (3 mg/kg).

Todos los procedimientos de manipulacion, prueba y muestreo fueron llevados a cabo por veterinarios cualificados de conformidad con la legislacion europea
(86/609/CEE) y espafiola (RD 53/2013). Los procedimientos empleados en el estudio actual fueron aprobados de manera similar por un comité de ética institucional y
ratificados por la autoridad local (PROEX11/18; Comunidad de Madrid).
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UE 2016/429, el Reglamento Delegado de la Comisién UE 2020/688 y el Real Decreto 2611/1996. La interpretacion de los resultados se llevd a cabo como se describié

anteriormente (20).

Ensayo de liberacidén de interferén-gamma

Se recogieron muestras de sangre de la vena yugular mediante puncién venosa utilizando tubos evacuados (BD Vacutainer Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, EE. UU.) con heparina de litio en los dias 0 y 3 para la deteccién de la produccién de IFN-y (Figura 1). En el laboratorio, las muestras de sangre se estimularon con
PPD bovinos y aviares (CZ Vaccines, Porrifio, Espafia) a una concentracion final de 20 pg/ml cada una y se procesaron como se describe en otra parte (11). La
produccion de IFN-y en plasma se midié utilizando un kit comercial (Bovigam TB, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante, y

los resultados se interpretaron como se describié anteriormente (21).

P22 ELISA

Se detectaron anticuerpos especificos contra el MTBC utilizando un ensayo interno de inmunoabsorcion indirecta ligada a enzimas basada en el complejo multiproteinas
P22 (P22 ELISA) obtenido por la inmunopurificacién de PPD bovina (CZ Vaccines, Porrifio, Espafia). Los PPD bovinos y aviares utilizados tradicionalmente para el
diagndstico de la tuberculosis en rumiantes contienen 456 y 1019 proteinas, respectivamente, reducidas a 118 en P22. Hay 143 proteinas que estan presentes tanto en
los PPD bovinos como aviales, potencialmente responsables de la reactividad cruzada, que se reducen a 43 en el complejo P22, lo que explica la mayor especificidad
obtenida con P22 (22). Se recogieron muestras de sangre de la vena yugular utilizando tubos de suero de plastico (BBD Vacutainer Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, EE. UU.) en los dias 0y 3 (Figura 1). El ELISA se realizé en estas muestras de suero como se describié anteriormente (23). Los resultados de la muestra de

suero se expresaron como un porcentaje de ELISA (E%), calculado de acuerdo con la siguiente férmula:
Muestra E% = [mué media de OD / (2 x media de control negativo OD)] x 100

Las muestras de suero con valores de E% >150 o 100 se consideraron positivas para las interpretaciones estandar y severas, respectivamente, como se describe en otra
parte (20, 23).

Cromado liquido de alto rendimiento-espectrometria de masas

La dexametasona (pureza > 98 %), el ketoprofeno (pureza > 99 %), el acido férmico (pureza > 99 % para el analisis) y el acetato de sodio (pureza > 98 % para el andlisis) se
compraron a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.), mientras que los diferentes disolventes organicos (grado HPL) se obtuvieron de Merk (Darmstadt, Alemania). El agua
empleada en la fase movil y para la solucion de sodio 1M se obtuvo del agua Milli-Q del sistema Millipore (Bedford, MA, EE. UU.). Nitrégeno generado por un generador de

nitrégeno obtenido de Peak Scientific Instruments, Ltd. (Chicago, IL, EE. UU.) se empled para la deteccién de EM y la evaporacion de disolventes. Las soluciones de stock
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Separaron en una coiurmna cromatograrica ACquity UFLLU BER LIS (4,1 X Tuu mm, I,/ Jim) opteniaa ae vvaters (ivilitora, ee. UuU.) pard ia aeteccion ae aexaimetasonay en
una columna Intensity Solo HPLC C18 (2,0 x 100 mm, 2 um) para el keto La separacién de los analitos se logré para ambas sustancias en una mezcla de fase A de modo
gradiente (0,1% de agua acidificada con &cido férmico) y una mezcla de fase B (metanol 0,1 % acidificado con acido férmico para ketoprofeno y acetonitrilo 0,1%

acidificado con 4cido férmico para dexametasona).

HPLC-MS en muestras de suero

Quinicientos pl de muestra de suero se transfirieron a tubos desechables de Eppendorf de 2 ml, y se afiadieron 1,5 ml de acetonitrilo (ketoprofeno) y 800 ul de acetonitrilo
(dexametasona) (Merk, Darmstadt, Alemania). Las muestras de suero de cabra sin analito se aumentaron con ketoprofeno a 20, 50, 100, 150 y 300 ng/ml o con
dexametasona a 1, 5,10, 25, 50 y 100 ng/ml para su cuantificacion. El limite de deteccion fue de 10 ng/muestra para la deteccion de dexametasona y ketoprofeno en

muestras de suero.

HPLC-MS en muestras de cabello

El ketoprofeno y la dexametasona se extrajeron como se describié anteriormente para la betametasona (16). Luego se inyectaron quince pl del extracto en la columna de
HPLC para su analisis por medio de HPLC-MS/MS. Cada dia de analisis, se prepararon curvas de calibracién con 5 ml de acetonitrilo en tubos Falcon de 15 ml, a los que
se anadieron diferentes cantidades de ketoprofeno para obtener una concentracion final de 0,1, 0,2, 2, 5y 10 ng/ml. En el caso de la dexametasona, con el fin de
cuantificar el producto farmacéutico, cada dia de analisis, las soluciones tampdn se aumentaron con dexametasona a concentraciones finales de 0,1, 0,5, 1, 20, 40 y 80
ng/ml, se aplicé el protocolo de extraccion y se registro el area maxima. Al igual que las muestras de suero, el limite de deteccidn fue de 10 ng/muestra de ambas

sustancias en las muestras de cabello.

Deteccion de patrones de produccién de citocinas/quimiocinas

Se aplicé una matriz de citoquinas/quimiocinas basada en Luminex que detecta 15 citocinas y quimiocinas a las muestras de suero recogidas en el dia 3 de 10 cabras
seleccionadas al azar de cada grupo. Las citocinas/quequiminas presentes en las muestras de suero se cuantificaron utilizando un kit de ensayo multiplex bovino
(MILLIPLEX MAP Kit Bovine Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel 1, 96-Well Plate Assay, Merck Millipore, Reino Unido). Las muestras de suero se centrifugaron a
10.000 g durante 5 minutos. El suero se diluy6 posteriormente (1:2 en el tampdn de ensayo proporcionado en el kit). Luego se analizaron veinticinco pl de cada mezcla
(suero y tampén) por duplicado en Bio-Plex® 200 (Bio-Rad Laboratories, S.A., Alcobendas, Espafia) para determinar la cantidad (expresada en pg/ml) de IFN-y, IL-1q, IL-1B,

IL-6, IL Este resultado fue la media de dos analisis de cada muestra y se multiplicé por el factor de dilucion.

Andlisis estadistico
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(positivo/negativo) como variable de resultado y el grupo experimental (dexametasona/cetoprofeno/control como categoria de referencia) como predictor. Las
diferencias cuantitativas en el aumento del grosor del pliegue de la piel (SFT), la densidad 6ptica (OD) y el E% entre los dias 0, 2 y 3 se analizaron mediante la prueba de
rango firmado de Wilcoxon. Los valores cuantitativos, como el aumento de la SFT (expresado en mm), los niveles de IFN-y (OD), el porcentaje de ELISA (E%) y la cantidad
de citocinas/quequiminas (expresadas en pg/ml) en las cabras en los diferentes grupos en un punto de muestreo dado, se compararon utilizando la prueba de Con
respecto a los niveles de IFN-y, se utilizé el coeficiente de correlacion de rango (rs) de Spearman para evaluar la relacion entre las OD en el plasma y el pg/ml de citocina
observada en las muestras de suero. El analisis de agrupacion de mapas de calor de citocinas/quequiminas en muestras de suero se llevo a cabo utilizando una

herramienta en linea (Heatmapper, 164www.heatmapper.ca) (26).

Resultados

Pruebas de diagnéstico basadas en células

El nimero y el porcentaje de reactores positivos obtenidos utilizando las diferentes pruebas de diagndstico se resumen en la Tabla 1. Mientras que en el dia 2 (antes de la
inoculacién de los medicamentos) no hubo una asociacién significativa (p = 0,27) entre el grupo y el resultado de la prueba, la probabilidad de encontrar un reactor de
prueba SIT fue significativamente menor (p < 0,001) en los grupos de dexametasona (OR = 0,11, IC del 95% 0,02-40) y ketoprofeno Este hallazgo se debié a un menor

aumento de la SFT en los grupos dexametasona (p = 0,005) y ketoprofeno (p < 0,001) en comparacion con el grupo de control (Figura 2A).
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(7.3- (3.5- (274~ (21.8- (78.7- (88.6- (11.8- (52.1- (33.2- (62.7- (7.3- {27 4- (24.6- (14.2- (36.1- (30.2-

33.5) 25.6) 60.8) 54.5) 98.2) 100) 40.9) §3.3) 66.8) 90.5) 33.5) 60.8) 57.7) 44.5) 69.8) 63.9)
Ketoprofen 30 7,233 3,10.0 14,467 12,400 27,900 30,100 11, 21,700 13,433 17,567 6,200 14,467 8,267 4,133 15,50.0  13,43.3
(11.8- (3.5- (30.2- (24.6- (74.4- (88.6- 36.7(21.8- (52.1- (27.4- (39.2- (9.5- (30.2- (14.2- (5.3- (33.2- (27.4-
40.9) 25.6) 63.9) 57.7) 96.5) 100) 54.5) 83.3) 60.8) 72.6) 37.3) 63.9) 44.5) 29.7) 66.8) 60.8)
Control 30 10,333 6,200 16,533 15500 24,800 27,900 5167 20, 27,900 30,100 2,66 15,500 13,433 9,300 19,633  16,53.3
(19.2- (9.5- (36.1- (33.2- (62.7- (74.4- (7.3- 66.7(48.8- (74.4- (88.6- (18- (33.2- (27 4- (16.7- (45.5- (36.1-
51.2) 37.3) 69.8) 66.8) 90.5) 96.5) 33.5) 80.7) 96.5) 100) 21.3) 66.8) 60.8) 47.9) 78.1) 69.8)

*An animal was considered positive to the IGRA if the optical density (OI)) of a sample stimulated with bovine PPI) minus the OD of PBS was =0.1 (standard interpretation) or 0.05 (severe interpretation) and greater than the OD of the sample
stimulated with avian PPD.

b An animal was considered positive to P22 ELISA when the E% value was =150 (standard interpretation) or 100 (severe interpretation).

¢ An animal was considered a positive reactor to the SIT test when there was an increase of > 4 mm (standard interpretation) or =2 mm (severe interpretation) in the skin fold thickness and/or the presence of clinical signs was observed.

dAn animal was considered a positive reactor to the CIT test when the bovine reaction was greater than the avian reaction by more than 4 mm (standard interpretation) or the bovine reaction was >3 mm and greater than the avian reaction (severe
interpretation); and/or there were clinical signs at the bovine PPD inoculation site.

“Wilson's 95% confidence intervals.

Tabla 1. Numero de reactores positivos (incluido el porcentaje y el IC de Wilson al 95%) para las pruebas de diagndstico en cada grupo experimental.
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de Iﬁprug&_a SIT (Tabla 1, Figura 3). Curiosamente, las reducciones en el SFT en el sitio de inoculacién de PPD aviar no fueron significativas en los grupos de
o
dex@imetaspna (p = 0,085) y ketoprofeno (p = 0,05) entre el dia 2 y el dia 3 (Figura 2C).

100+
10.0% 10.0%
20.0%
751
56.7%
2
48}3 Result
£ 50 Negative € de las diferencias entre el grosor medio
& Positive
]
[+ T
25‘
0.
Control Control  Dexamethasone Dexamethasone Ketoprofen  Ketoprofen
day 2 day 3 day 2 day 3 day?2 day 3

Figura 3. Porcentaje de animales que fueron
positivos (gris) y negativos (blanco) a la prueba SIT en los grupos de dexametasona, ketoprofeno y control en el dia 2 y el dia 3.

Por el contrario, se observé un aumento significativo en el SFT en el sitio de inoculacién de PPD bovino (p = 0,002) y aviar (p = 0,01) entre el dia 2 y el dia 3 en el grupo de
control. Ademas, el aumento de la SFT fue significativamente mayor en el sitio de inoculacién de PPD en bovino en comparacién con el sitio de inoculacion de PPD de
aves en los grupos dexametasona (p = 0,01) y ketoprofeno (p = 0,006). En esta linea, la reduccién en el nimero de reactores a la prueba CIT no fue significativa en los
grupos de dexametasona (p = 0,50) y ketoprofeno (p = 0,06) entre el dia 2 y el dia 3 cuando se utiliza la interpretacion estandar de la prueba CIT (Tabla 1). El aumento en
el SFT fue significativamente (p < 0,001) mas alto en el sitio de inoculacién de PPD en bovino en comparacion con las reacciones observadas en el sitio de inoculacion de

PPD de aves en los reactores a la prueba de CIT cuando se utilizé la interpretacion estandar 48 horas después de la administracion de PPD en los tres grupos.
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en los resultados de IGRA (OD) entre el dia 0 y el dia 3 en los grupos de control (p = 0,58) y ketoprofeno (p = 0,06).
A B

Contiolgoy 0 Confrol doyl  Dexomelhosone Dexomethoiong  Ketoprofen Katoproden Controldoy0  Confioldoy 3 Dexomethosone Ketoprolan Ketopraten
doy0 day 3 doy0 doy 3 day 0 day 3 day 0 doy 3 Figura 4.

Valores del ensayo de liberacién gamma de interferén (IGRA) expresados como densidad dptica (OD) en los grupos de dexametasona, ketoprofeno y control en el dia 0y
el dia 3 (A) y valores de ELISA P22 expresados como porcentaje de ELISA (E%) en los grupos dexametasona, ketoprofeno y control en el dia

OD 450mm
%
g

Prueba de diagnéstico basada en anticuerpos

La reciente administracién intramuscular de dexametasona o ketoprofeno no se asocioé con el resultado del ELISA P22, ya que las diferencias entre los grupos en
términos cuantitativos (E%) y cualitativos (reactores positivos) no fueron significativas en el dia 3 (p = 0,52 y p = 0,55, respectivamente). A este respecto, se observé un
aumento significativo en el E% entre el dia 0 y el dia 3 en los grupos de dexametasona (p < 0,001), ketoprofeno (p = 0,001) y control (p < 0,001) (Figura 4B). Sin embargo,
este aumento significativo en el E% no condujo a un aumento significativo en el nimero de cabras positivas entre el dia 0 y el dia 3 utilizando el estdndar (p =0,25,p =1y

p =1 en los grupos dexametasona, ketoprofeno y control, respectivamente) o una interpretacién severa (p = 0,25,p=1yp =0,25

Deteccion de patrones de produccion de citocinas/quimiocinas

Se observé un patrén similar para las 15 citocinas y quimiocinas medidas en el dia 3 (Figura 5). No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre los diferentes
grupos en términos de la cantidad (p/ml) de cada citocina/quimiocina en las muestras de suero. Doce de las quince citocinas analizadas se detectaron en todos los
animales, independientemente del grupo. Sin embargo, se detecto IL-18 en 9 de cada 30 cabras, mientras que IL-17A y MIP-13 se detectaron en 16 animales. Sin
embargo, esta falta de deteccién no se asocié con un grupo especifico. Por el contrario, se observaron altos niveles de IL-8, IP-10 y TNFa en muestras de suero tomadas
de animales de todos los grupos (Figura 5), lo que sugiere una respuesta proinflamatoria basal mas fuerte a la infeccién por tuberculosis en estos animales,

independientemente del grupo. Finalmente, la correlacién (coeficiente de correlacién del rango de Spearman) entre la cantidad de IFN-y en las muestras de plasma
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Figura 5. Mapa de calor del analisis de agrupacion
para diferentes citocinas y quimiocinas analizadas en muestras de suero recogidas en el dia 3 de 10 cabras seleccionadas al azar de cada grupo (26).

Deteccidon dexametasona y ketoprofeno por HPLC
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La administracion parenteral de dexametasona o ketoprofeno 48 horas después de la inoculacion de PPD en estos grupos experimentales redujo significativamente el
aumento de SFT en comparacion con el grupo de control. Esta reduccion, por lo tanto, llevé a un aumento de los resultados falsos negativos en las pruebas
intradérmicas. A este respecto, varios estudios anteriores han evidenciado el efecto de diferentes sustancias antiinflamatorias en la respuesta inmunoldgica en el ganado
(17,18, 27-29). Algunos de estos estudios han evaluado el efecto de la dexametasona en las técnicas de diagndstico de tuberculosis en el ganado, como la prueba de
tuberculina intradérmica (17) y la IGRA (17, 18). Otros estudios anteriores han evaluado el efecto in vitro de la dexametasona, el meloxicam o la flunixina meglumina en
diferentes poblaciones celulares en el ganado (27-29). Sin embargo, a lo que saben los autores, este es el primer estudio que informa sobre el efecto de la administracién
de corticosteroides parenterales recientes y sustancias antiinflamatorias no esteroideas en diferentes técnicas de diagndstico antemortem TB utilizadas en cabras. En
este estudio hemos demostrado la capacidad de la dexametasona y el ketoprofeno administrados recientemente para alterar el diagndstico de tuberculosis caprina al
reducir considerablemente el numero de reactores para la prueba SIT. Nuestros resultados estan respaldados por un estudio previo de Doherty y colaboradores en el que
se observo una reduccion significativa de la SFT en el ganado infectado por TB tratado con dexametasona en comparacion con el ganado de control no tratado (17). La
principal diferencia entre el mencionado estudio con el ganado y nuestro experimento fue la estrategia de administracién empleada. La administracion parenteral de
dexametasona o ketoprofeno 48 horas después de la administraciéon de PPD demostro el uso potencial de estas sustancias con fines fraudulentos. En este sentido, las
autoridades de diferentes regiones de Espafia han comenzado a investigar la posible administracion parenteral con fines fraudulentos utilizando diferentes sustancias,
como sustancias antiinflamatorias, en los ultimos afios (19). Hay una gran variedad de sustancias y protocolos de administracién que se pueden aplicar en rumiantes
con el fin de modificar los resultados de las pruebas de diagnostico de la tuberculosis y la falta de conocimiento de su efecto en las técnicas in vitro. Hasta la fecha, no
hay evidencia para recomendar IGRA o pruebas de diagndstico basadas en la respuesta humoral para evitar las interferencias causadas por actividades fraudulentas en
las pruebas intradérmicas. Recientemente, IGRA se incluyé como prueba oficial para el diagndstico de animales caprinos en el contexto de la Nueva Ley de Sanidad

Animal (Reglamento 2016/429) y, por lo tanto, seria valioso evaluar el efecto de diferentes estrategias fraudulentas en los resultados de IGRA en cabras.

Por lo tanto, la actividad fraudulenta evaluada en el presente estudio podria dirigirse a animales especificos (aquellos que muestran reacciones evidentes a las 24-48 h)
en lugar de todos los animales probados. Es necesario destacar que en nuestro estudio, el aumento de la SFT fue aun menor en el sitio de inoculacion de PPD en bovino
en comparacion con el sitio de inoculacion de PPD aviar, probablemente como resultado de la administracion de ketoprofeno y dexametasona en el mismo lado del
cuello que el PPD bovino. De acuerdo con estos hallazgos, el sitio de inoculacion de dexametasona o ketoprofeno afect6 a los resultados de la prueba SIT, ya que la
disminucion significativa de la SFT se observé solo en el sitio de inoculacion de PPD en bovino (lado izquierdo-medial del cuello en nuestro estudio). Por lo tanto, esto
podria explicar la reduccion significativa de los reactores a la prueba SIT en el presente estudio. Sin embargo, la administracion parenteral de dexametasona o
ketoprofeno no condujo a una reduccién significativa en el numero de reactores para la prueba de CIT, probablemente debido a la SFT significativamente mayor en el sitio
de inoculacién de PPD en bovino en comparacién con los observados en el sitio de inoculacion de PPD aviar en los grupos de dexametasona Este hecho y la reduccion
de la SFT observada en el sitio de inoculacion de PPD aviar en ciertos animales podrian explicar la falta de una reduccion significativa en los reactores para la prueba de

CIT en todos los grupos.
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numero de reactores de IGRA que se observaron se deben probablemente a un efecto de refuerzo asociado con la reciente administracion anterior de PPD en los grupos
dexametasona y ketoprofeno. Estos resultados estan de acuerdo con un estudio anterior en cabras infectadas por TB que demostré que una inoculacién reciente de PPD
anterior tuvo un efecto significativo en los resultados de IGRA al aumentar el nimero de reactores cuando se recogié sangre 3 dias después de la prueba intradérmica
(16). Sin embargo, este efecto no se observé en el grupo de control, y probablemente se asocie con el alto nimero de reactores a IGRA en el dia 0 en el grupo de control
en comparacion con el grupo de dexametasona. Otra posible razén que podria explicar este hallazgo podria ser la posologia utilizada: en el estudio con ganado, se
recolect6 sangre de ambos grupos 72y 36 h después de la administracion de dexametasona (0,2 mg/kg), respectivamente, mientras que en nuestro estudio, la
dexametasona (0,06 mg/kg) se aplicd 24 horas antes de la extraccién de sangre (17). La dosis utilizada en nuestro estudio fue considerablemente mds baja que la
utilizada en el ganado, lo que sugiere la posibilidad de que dosis mas altas pudieran tener un efecto similar en las cabras que las observadas en el ganado (17, 18). Con
respecto a la ausencia de efecto del ketoprofeno en el resultado de IGRA, un estudio in vitro anterior mostré que las sustancias antiinflamatorias no esteroideas como el
meloxicam no redujeron el IFN-y producido por los linfocitos en el ganado, a diferencia de la dexametasona (29). A este respecto, es necesario destacar que el estudio in
vitro, que mostré una evaluacion de los efectos de la dexametasona y el meloxicam en los linfocitos, empleé grupos de muestras incubadas en ausencia (controles) o
presencia de dexametasona o meloxicam, y esta evaluacion se realizé in vivo en nuestro estudio (29). En consecuencia, nuestros resultados mostraron la falta de efecto

del ketoprofeno en los resultados de IGRA en cabras, al menos en las condiciones de nuestro estudio.

Las diferencias entre el nimero de positivos a P22 ELISA en el grupo de dexametasona y en el grupo de control y entre el grupo de ketoprofeno y el grupo de control no
fueron significativas en el presente estudio, independientemente del corte empleado (100 o 150 %E), probablemente debido a la administracion Unica realizada 24 horas
antes de la toma de muestras de estos animales. Por lo tanto, una inoculacién parenteral reciente de dexametasona o ketoprofeno no tuvo un efecto inmunosupresor en
la respuesta humoral. De hecho, se detecté un aumento significativo en los niveles de Ab, expresado como E%, al usar P22 ELISA en los tres grupos de estudio 3 dias
después de la administracion del PPD. Este efecto potenciador se ha descrito anteriormente y se utiliza en rumiantes domésticos para aumentar la sensibilidad de las
pruebas cutdneas en circunstancias especificas (30-35). Aunque los titulos de Ab y, por lo tanto, la sensibilidad del uso en serie de las pruebas serolégicas se maximizan
entre 15 o0 30 dias después de la inoculacion intradérmica de PPD, el aumento de los titulos de Ab 3 dias después de la prueba cutanea que describimos en nuestro

estudio se ha observado previamente en cabras (36).

La reciente administracién parenteral de la dexametasona y el ketoprofeno no afecto significativamente el perfil de citoquina/quimiocina evaluado, ya que las diferencias
en los niveles de cualquier citocina/quimiocina observada en muestras de suero obtenidas de los grupos dexametasona y ketoprofeno no fueron significativas con
respecto a las observadas en animales del grupo Nuestro estudio mostré dos citocinas y una quimiocina, que se detectaron con poca frecuencia y a bajas
concentraciones en las muestras de suero, independientemente del grupo: IL-13, MIP-1B e IL-17A. Estos resultados son similares a los observados en un estudio anterior
en ganado, en el que se observaron bajas concentraciones de IL-1B e IL-17A en muestras de liquido intersticial y plasma (37). Sin embargo, estos resultados fueron
inesperados, ya que ambas citocinas se han descrito previamente como biomarcadores de la infeccién por M. bovis (38, 39). Con respecto a la MIP-1, la baja
concentracion observada es contraria a la de un estudio anterior en ganado en el que se observaron altos niveles plasmaticos (37) y podria estar asociada con

diferencias entre el ganado y la cabra. En nuestro estudio, se detectaron IL-8, IP-10 y TNFa a altas concentraciones en muestras de suero. A este respecto, estudios
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muestras de suero probablemente se asocio con la estimulacion previa de PPD de muestras de sangre entera durante la realizacion de IGRA.

Estudios anteriores han demostrado que se puede aplicar una gran variedad de sustancias y protocolos de administracién en rumiantes para modificar los resultados de
las pruebas de diagndstico de tuberculosis (16-18). Esto complica la deteccion de estas actividades fraudulentas. Por lo tanto, el desarrollo y la estandarizacién de
herramientas para detectar estas sustancias es esencial para prevenir aquellas actividades que afectan a los avances en los programas de erradicacion de la
tuberculosis en rumiantes. A este respecto, es importante destacar que el método de administracion afecta a la deteccion de sustancias utilizadas con fines
fraudulentos, como se muestra en un estudio anterior (16). Nuestro estudio demuestra que ciertos medicamentos antiinflamatorios, como la dexametasonayy el
ketoprofeno, no se pueden detectar en muestras de cabello y suero cuando se utiliza la técnica de HPLC si se administran por via intramuscular. Sin embargo, la
deteccién de betametasona aplicada topicamente en el sitio de inyeccion de PPD utilizando la técnica de HPLC en muestras de cabello recogidas en el sitio de
inoculacion de PPD ha logrado un excelente resultado anteriormente (16). Usando estos resultados anteriores como base, decidimos usar muestras de cabello en este
estudio, ya que esta muestra es facil de recoger mediante el uso de un método ante mortem y no invasivo. Ademas, el tiempo de aplicacion fue el mismo en ambos
estudios: 48 horas después de la inoculacién de PPD (16). La deteccion de sustancias antiinflamatorias, por lo tanto, depende del método de administracion (tépico vs.
parenteral), y es (til en el caso de la administracion topica. Sin embargo, la reduccién significativa en el aumento de la SFT observada en los grupos de dexametasonay
ketoprofeno condujo a una reduccion en el numero de reactores a la prueba intradérmica y, por lo tanto, a un aumento de los falsos negativos en las pruebas
intradérmicas. En este contexto, es necesario destacar que la falta de deteccidn de estas sustancias no implica la ausencia de su efecto en los resultados de la técnica
de diagnéstico de la tuberculosis caprina, ya que la reduccion del aumento de SFT se observé en animales en cuyas muestras de pelo o suero no se detectaron las

sustancias.

En conclusion, el presente estudio ha evaluado, por primera vez, el efecto de la reciente administracion intramuscular de dexametasona y ketoprofeno en los resultados
de las pruebas SIT y CIT, IGRA y P22 ELISA obtenidas en cabras. Nuestro estudio demuestra que los corticosteroides y las sustancias antiinflamatorias no esteroideas
pueden modificar los resultados de la prueba SIT en cabras cuando se inoculan 48 horas después de la administracion de PPD. Sin embargo, esta reciente administracion
parenteral de las sustancias antiinflamatorias no afecté significativamente los resultados de las técnicas de diagnéstico de la tuberculosis caprina in vitro. La deteccion
de estas sustancias mediante el uso de HPLC en muestras de suero o cabello fue un desafio, lo que podria ser un problema si se usaran de forma fraudulenta, ya que la
realizacion de estas actividades fraudulentas es dificil de demostrar. Por lo tanto, se requieren estudios adicionales para desarrollar y optimizar un protocolo eficaz para

detectar estas sustancias antiinflamatorias en diferentes muestras.
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