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1. RESUMEN

La paratuberculosis bovina es una enfermedad infecciosa crénica e incurable
del intestino, causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map). La
enfermedad estd ampliamente distribuida a nivel mundial y es de alta prevalencia en los
rebafios lecheros originando cuantiosas pérdidas especialmente por menor produccion.
No mas del 5% de los animales infectados desarrollan signos clinicos dificultando el
diagnostico, siendo la prueba de ELISA el método mas utilizado a nivel de rebafio, a
pesar de su baja sensibilidad. El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia
de proteinas inmunogénicas de Map secretadas en medios liquidos para ser utilizadas
como antigenos en la prueba de ELISA y mejorar asi la sensibilidad diagndstica.

Se utilizaron dos cepas de Map, una cepa de campo aislada en el Laboratorio
de Paratuberculosis, UACh y una cepa de referencia (ATCC 19698), las que se
cultivaron en medio liquido de Middlebrook 7H9-OADC. La extraccion de las proteinas
se realizO por centrifugacion y la separacion por electroforesis en una y dos
dimensiones. Para la inmunodeteccion se usaron sueros de bovinos infectados.

Las proteinas secretadas al medio por las dos cepas fueron reconocidas por 4
sueros bovinos de animales infectados con Map. Solo aquellas proteinas con peso
molecular entre 20 y 40 kDa fueron expresadas por ambas cepas en diferentes fases
del crecimiento bacteriano.

Estos resultados permiten concluir que proteinas de secrecibn de Map con
peso molecular entre 20 y 40 kDa, podrian ser buenas candidatas para ser utilizadas

como antigenos de fase solida de una prueba de ELISA mas sensible.



SUMMARY

Bovine paratuberculosis is a chronic, enteric, incurable disease caused by
Mycobacterium. avium subsp. paratuberculosis (Map). The disease is worldwide
distributed, with high herd-prevalence in dairy herds, causing great economical losses to
the dairy industry mainly for reduced milk production. Less than 5% of infected animals
develop clinical signs of the disease. The ELISA test is the most widely used laboratory
test to detect infected animals at herd-level, despite its low sensitivity. The aim of this
study was to detect immunogenic proteins released for Map in liquid media to be used
as antigens in the ELISA test in order to improve the test sensitivity.

Two Map strains were used: one field strain isolated at the Paratuberculosis
Laboratory, UACh, and a reference strain (ATCC 19698), which were cultured in
Middlebrock 7H9-OADC medium. Protein extraction and separation were performed,
respectively, by centrifugation and electrophoresis in one and two dimensions. Finally,
Map-positive and negative bovine sera were used for immunodetection of the more
immunogenic proteins.

The proteins released into the liquid medium by the two Map strains were
recognized by four positive sera from Map-infected animals. Only those proteins with
molecular weight between 20 and 40 kDa were expressed by both Map-strains at
different phases of the bacterial growth.

These results suggest that Map-proteins between 20-40 kDa could be good

candidates to be used as solid phase antigens in a more sensitive ELISA test.



2. INTRODUCCION

La paratuberculosis bovina es una enfermedad infecciosa que produce enteritis
cronica, disminucion de la produccién lactea, diarrea intermitente y pérdida de peso
progresiva, culminando con la muerte del animal afectado (Cocito y col 1994). Esta
enfermedad estd ampliamente distribuida a nivel mundial causando cuantiosas pérdidas
econdémicas en la industria lechera (Hutchinson 1996, Van Schaik y col 1996),
estimdndose una pérdida anual de mas de 200 millones de ddélares so6lo en Estados
Unidos (Ott y col 1999). El agente etioldgico es un bacilo Gram positivo descrito
originalmente como Mycobacterium paratuberculosis; sin embargo, debido a la alta
homologia de su DNA (> al 90%) con el DNA de Mycobacterium avium, es actualmente
denominado Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) (Chiodini 1989, 1990;
Thorel y col 1990). Este bacilo se caracteriza, ademas, por ser acido alcohol resistente,
pardsito intracelular obligado y de lento crecimiento en medios de cultivo (12-16
semanas). Puede ser diferenciado de otras especies de Mycobacterium por ser
micobactina dependiente (Merkal y Curran 1974) y genotipicamente por poseer
multiples copias de un elemento de insercion en su DNA denominado 1S900 (Collins y
De Lisle 1986).

Aunque no existen antecedentes oficiales de prevalencia en Chile se sabe que la
paratuberculosis esta presente en nuestro pais y fue descrita por primera vez en 1958
en Valdivia (Grinbergs y Caorsi 1958). Desde entonces se han reportado numerosos
casos clinicos y recientemente se ha podido aislar el bacilo a partir de muestras de

material fecal (Soto y col 2002).



Basado en antecedentes epidemiol6gicos que sugieren un caracter zoonaotico
(Delprete y col 1998, Suenaga y col 1999, Bannantine y col 2004-a) y en la mayor
termotolerancia de Map al proceso de pasteurizaciéon (Sung y Collins 1998, Stabel y
Lambertz 2004) en los ultimos afios se ha atribuido a este patdogeno un probable rol
etiologico en la enfermedad de Crohn en el hombre (Collins 2004), enfermedad
intestinal crénica e incurable con caracteristicas similares a la paratuberculosis,
adquiriendo una vital importancia en el ambito de la salud publica (Chamberlin 'y col

2001, Grant 2005).

2.1 MANIFESTACIONES CLINICAS Y VIAS DE TRANSMISION

De acuerdo con Whitlock y Buergelt (1996), la enfermedad clinica se presenta y
progresa a través de cuatro estados: subclinico, subclinico excretor, clinico y clinico
avanzado, estados que estan estrechamente relacionados con la excrecion de Map por
las heces y con el diagnostico de la enfermedad. En 1975, Larsen y colaboradores
postularon una asociacion entre la edad del ganado y la susceptibilidad a la infeccion
con Map. Casi dos décadas mas tarde, en 1994, Cocito y colaboradores explicarian
esta asociacion aludiendo al incompleto desarrollo del sistema inmune en los neonatos.
A pesar de que la infeccion es adquirida por los animales en edades tempranas (< 6
meses), los signos clinicos sélo aparecen varios afios después, generalmente después
del segundo o tercer parto (Stabel 1998).

Entre las manifestaciones clinicas mas importantes estan una diarrea profusa e

intermitente al comienzo y continua con el paso del tiempo, edema submandibular



difuso, disminucion de la produccion lactea, anemia y una progresiva pérdida de peso
corporal que termina con la muerte del animal (Stabel 1998).

Los animales en estadios clinicos de la enfermedad eliminan la bacteria por las
deposiciones y, en un 35% de los casos, las vacas en etapa clinica eliminan Map
también por la leche (Sweeney 1996). Esto supone que las principales vias de
transmision son la ruta fecal-oral por la ingestion de agua o alimentos contaminados y
en los neonatos, la ingestion de leche y calostro de vacas infectadas (Sweeney 1996).
También se ha descrito una forma de transmision vertical de la paratuberculosis ya que
se ha logrado aislar el bacilo a partir de uteros, tejido fetal y semen (Sweeney 1996,
Harris y Barletta 2001).

Una vez ingerido el alimento contaminado, la via de entrada de Map al sistema
linfatico es a través de las células M de las placas de Peyer presentes en gran cantidad
en la mucosa del ileon (de manera similar a la de otros patbgenos como Salmonella),
continuando con la fagocitosis de la micobacteria (Momotani y col 1988). Los
macréfagos activados estimulan a su vez a las células T desencadenando una
respuesta inmune de tipo celular (Cohen 1990).

En el caso de la infeccion con Map, en la fase temprana o subclinica, el tipo de
respuesta inmune que predomina es la mediada por células y se caracteriza por el
desarrollo de una fuerte reaccion de hipersensibilidad tipo IV, respuesta linfoproliferativa
a mitdgenos y células T activadas productoras de citoquinas (Stabel 2000). Con el
progreso de la enfermedad esta respuesta de tipo celular se hace débil y comienza a
predominar la respuesta inmune humoral. Sin embargo, los anticuerpos producidos en

esta etapa no son capaces de proteger al animal, al contrario, es la respuesta inmune



celular la que parece ser esencial para mantener la infeccion controlada (Stabel 2000).
Por el contrario, en los estados finales de la enfermedad existe una respuesta de tipo
celular deficiente, pudiendo incluso existir anergia, lo cual permite la rapida
diseminacién del bacilo en el huésped (Benedixen 1978). Confirmando lo anterior,
Sweeney y colaboradores (1998) han observado que la expresion de INF-y, una
citoquina estimulatoria de la respuesta inmune celular, en tejido ilieal y nédulos linfaticos
cecales es significativamente mayor en vacas con paratuberculosis subclinica que en
animales con signologia clinica. Esto se relaciona perfectamente con lo descrito por
Stabel (1996) sobre la respuesta de células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) frente a la estimulacion con mitdgenos o con un extracto sonicado de Map. En
su estudio, Stabel observa una secrecién significativamente mayor de INF-y por parte
de PBMC de vacas en estado subclinico en comparaciéon con los niveles de secrecion
de PBMC de vacas control no infectadas y vacas clinicamente infectadas.

Estos cambios en la respuesta del huésped frente a la infeccién por Map tendrian
estrecha relacién con el progreso clinico de la enfermedad (Coussens 2004). A nivel
histoldgico, se describe principalmente una lesién del tipo granulomatosa cronica, que
puede presentarse de manera discreta (tuberculoide) y esta asociada con la fuerte
respuesta inmune celular en las etapas tempranas de la infecciébn. En estados mas
avanzados, se encuentran lesiones lepromatosas (difusas), asociadas con la respuesta

inmune humoral (Chiodini y col 1984, Pérez y col 1999).



2.2 DIAGNOSTICO

Actualmente se dispone de varias alternativas para el diagnéstico de la
paratuberculosis. Existen pruebas que confirman la presencia de Map en el animal
afectado, como son el cultivo fecal y la prueba de PCR, y existen también pruebas
serologicas como el ELISA, fijacibn de complemento e inmunodifusion en gel agar
(Collins 1996, 2004). La prueba del INF-y, cuyo objetivo es demostrar la existencia de
una respuesta inmune celular contra el bacilo en animales en estados subclinicos, debe
ser aun optimizada y no tiene aun aplicacion diagnéstica (Billman y col 1992, McDonal y
col 1999).

El diagndstico de la paratuberculosis en animales con signos clinicos no presenta
mayor dificultad y se realiza principalmente mediante cultivos fecales y pruebas
serolégicas de ELISA (Vannuffel y col 1994, Whitlock y col 2000, Whittington y col
2000).

El cultivo fecal para el aislamiento del bacilo es el método de referencia o “prueba
de oro” para el diagnéstico de esta enfermedad, con una especificidad superior al 99%.
Sin embargo, la sensibilidad no supera el 50% ya que no detecta animales en etapas
subclinicas, los cuales excretan en baja cantidad o de manera intermitente la bacteria,
ademas de ser una técnica laboriosa, lenta (12 a 16 semanas de incubacién), costosa
(Collins 1996, Stabel 1998), y es utilizada principalmente para el diagnéstico a nivel
individual.

La otra prueba ampliamente usada para el diagnéstico de la paratuberculosis es

la prueba serolégica de ELISA. Los “tests” de ELISA usados comunmente en los



laboratorios de diagnéstico han demostrado eficacia en los programas de control de
varios paises (Kennedy y Allworth 1999, Benedictus y col 2000, Kennedy y Benedictus
2001), siendo en la actualidad la prueba mas utilizada en el monitoreo de rebafios
infectados, dada su rapidez, simplicidad y bajo costo (Vannuffel y col 1994).

Aungue ha demostrado tener una especificidad superior al 90%, la sensibilidad
de esta prueba es baja (45% en promedio) debido a que los anticuerpos séricos
aparecen tardiamente en los animales infectados, poco antes de la aparicion de los
signos clinicos (Cocito y col 1994, Collins 1996, Whitlock y Buergelt 1996, Stabel 1998).
La variacion de la sensibilidad de las pruebas de ELISA comerciales tiene directa
relacion con los estadios de infeccion, siendo de un 15 % para animales bajos
eliminadores y de un 87 % en el caso de animales clinicos (Sweeney y col 1995).
Ademas, se han encontrado resultados disimiles obtenidos para una misma muestra de
suero cuando es evaluada con distintos “kits” comerciales de ELISA (Cox y col 1991,
Bannantine y col 2004-b). Esto podria deberse a la presencia de una amplia variedad
de proteinas recuperables desde cultivos liquidos de Map dependiendo de los medios
de cultivo usados (Sung y Collins 2003), lo cual hace muy probable que los distintos
“kits” de ELISA utilicen distintos antigenos en la fase solida. Otro aspecto a considerar
es que las pruebas comerciales de ELISA utilizan un extracto crudo de Map para la fase
sélida (Collins y col 1991, Molina y col 1991, Cocito y col 1994), lo cual puede causar
una disminucion de la especificidad de los “kits”, por cuanto se ha incorporado un paso
previo de preadsorcion de los sueros con antigenos de M. phlei a la mayoria de estos

analisis (Milner y col 1987, 1990; Bech-Nielsen y col 1992).



Houghton y colaboradores (2002) han propuesto que en el caso de la deteccion
seroldgica de M. tuberculosis el uso de multiples antigenos puede facilitar el desarrollo y
aumentar la sensibilidad de la prueba. Asi mismo, Willemsen y su equipo (2006) han
propuesto que las proteinas de secrecién de Map representan un blanco frecuente de la
respuesta inmune frente a la infeccion provocada por esta micobacteria, por lo que
serian buenas candidatas para el serodiagndstico.

Por otra parte, y gracias al avance en los andlisis genomicos de las
micobacterias, y a la identificacion del elemento de insercién 1S900, especifico de Map,
se ha podido implementar un PCR que permite identificar a este patdgeno mediante la
deteccion de su DNA y especificamente de este elemento de insercion (Vary y col 1990,
Bull y col 2000, Englud 2003). A pesar de la alta especificidad, sensibilidad y rapidez de
la técnica de PCR, el uso de ésta se limita fundamentalmente a la confirmacion de la
presencia del bacilo en cultivos puros y en muestras de tejido como mucosa intestinal y
ndédulos linfaticos (Wittington y col 1998). La implementacion de esta técnica como un
examen diagndstico rutinario aplicable a muestras bioldgicas (como fecas y leche) se ve
limitada por la presencia de elementos inhibidores de la reaccién en las muestras,
ademas de la necesidad de personal capacitado para desarrollar los protocolos y los

altos costos que estos implican (Collins 1996).
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2.3 PROTEINAS INMUNOGENICAS DE Map

Hasta la fecha se han descrito varias proteinas inmunogénicas de Map pero
ningun antigeno especifico y no mas de 20 han sido identificadas completamente
(Bannantine y col 2004-b). La mayoria de estas proteinas presentan una alta homologia
con antigenos de otras micobacterias como por ejemplo GroES y GroEL, ambas
proteinas de “shock” térmico.

GroES es altamente conservada y se encuentra tanto en bacterias como en
eucariontes (Cobb y Frothingham 1999). Tiene un peso molecular de 10 kDa y actua
como chaperona. Se postula que esta proteina podria participar también como
regulador de transmembrana (Legname y col 1996) y en el mecanismo de resistencia
de Map al calor (Sung y col 2004). GroES ha sido descrita como un antigeno
inmunodominante, secretado en grandes cantidades por las micobacterias. Se ha
determinado que su secuencia codificante en Map y M. avium presenta un 100% de
identidad y codifica para un péptido de 100 aminoacidos, ademas de tener un 90% de
identidad con las secuencias de M. tuberculosis y M. leprae, encontrandose solo 3
aminoacidos diferentes (Cobb y Frothingham 1999).

GroEL es también una proteina de “shock” térmico y tiene importancia en la
estimulacién de las respuestas inmune celular y humoral contra las micobaterias (Thole
y col 1987, Shinnick 1987). Esta proteina tiene un peso molecular de 65 kDa y se ha
descrito que presenta una homologia del 98,8% con M. avium; 89,6% con M.
tuberculosis y 86,6% con M. leprae a nivel de DNA (El-Zaatari y col 1995). No se ha

encontrado una correlacion entre los distintos estadios de la enfermedad y la
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inmunoreactividad de esta proteina frente a sueros de animales infectados (El-Zaatari y
col 1995).

Otra proteina descrita como inmunogénica para Map es una lipoproteina de 19
kDa, también altamente conservada dentro de las micobacterias, con una identidad
aminoacidica del 95% con M. avium (Huntley y col 2005). En células mononucleares de
sangre periférica de animales infectados con Map, se ha demostrado un aumento en la
produccion de INF-y cuando se estimula con la proteina de fusion MBP-19 kDa,
pudiendo diferenciarse entre animales no infectados (control) e infectados. Esta
proteina de fusion también seria capaz de inducir una respuesta inmune humoral, pero
en ambos casos las respuestas son muy débiles, por lo que no podrian aplicarse para
ensayos diagnosticos (Huntley y col 2005).

Las alquil hidroperéxido reductasas C y D (AhpC y AhpD) son proteinas
homologas a las AhpC y AhpD de M. tuberculosis, con pesos moleculares de 45y 24
kDa, respectivamente (Olsen y col 2000-a). Corresponden a enzimas detoxificantes que
protegen contra metabolitos oxidativos, por lo que podrian ser importantes en los
procesos de adaptacion de las micobacterias y en su virulencia. Ambas son expresadas
principalmente en Map y capaces de inducir una respuesta inmune celular y produccion
de INF-y por lo que podrian ser Utiles en el desarrollo de vacunas contra la enfermedad.
Por otro lado, AhpC es inmunodetectada por sueros de animales con paratuberculosis
por lo que seria capaz de inducir una respuesta inmune del tipo humoral (Olsen y col
2000- a).

En 1991, Brooks y col. describieron un antigeno D de Map, detectado con

frecuencia por sueros de animales infectados. Este antigeno, compuesto por una
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proteina de 400 kDa formada por tres subunidades con un peso molecular entre 17 y 20
kDa y con un grupo hemo en su estructura, es muy similar a la bacterioferritina de E.
coli, por lo que podria tener una funcion parecida en las micobacterias. Ademas, posee
una conformacion muy estable que le permite resistir tratamientos con proteasas,
pudiendo estar relacionada con algiin mecanismo de sobrevivencia de Map (Brooks y
col 1991).

Posteriormente Koets y col. (1999) describen una nueva proteina inmunogénica
de Map conocida como proteina de shock térmico Hsp70. Estos autores demostraron
que la respuesta inmune celular desarrollada por el animal contra este antigeno de 70
kDa disminuye con el avance clinico de la paratuberculosis. También ha sido
determinada la existencia de una interaccion especifica entre las células presentadoras
de antigeno (APC) y Hsp70, lo que provocaria un fendmeno de “presentacion cruzada”.
Esto significa que la Hsp70 puede ser presentada por el MHC, tanto por moléculas del
tipo | como del tipo Il, y por lo tanto desencadenar ambos tipos de respuesta inmune
(Langelaar y col 2002).

Otras proteinas inmunogénicas de Map descritas hasta la fecha son: una serin
proteasa de 34 kDa expresada in vivo (Cameron y col 1994); un antigeno de 14 kDa
descrito por Olsen y colaboradores (2001) que presenta un homélogo en M.
tuberculosis, contra el cual los sueros de animales con tuberculosis no presentan
reaccion cruzada (Olsen y col 2000-b, 2001); un antigeno de 32 kDa que corresponde a
una proteina de secrecidn capaz de unir fibronectina, molécula importante para la
adherencia entre células eucaridticas y microorganismos (Abou-Zeid y col 1991; EI-

Zaatari y col 1994); un antigeno de 34 kDa, perteneciente al complejo antigénico A36 y
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gue contiene por lo menos 3 epitopes de células B especificos de Map, que pueden ser
reconocidos por sueros de bovinos infectados (De Kesel y col 1993, Ostrowski y col
2003) y que han sido ampliamente usados en el diagnostico histolégico de
paratuberculosis (Coetsier y col 1998).

Aungue muchos de estos antigenos han demostrado tener buenas expectativas
para detectar infeccion por Map, ninguno ha sido incorporado aun en las pruebas
diagnosticas de rutina, probablemente debido a su baja especificidad ya que la mayoria
de ellos se encuentran presentes en varias especies de micobacterias (Harris y Barletta
2001). Estudios recientes demuestran que al menos algunos de estos antigenos
purificados son potencialmente Utiles para el desarrollo de futuras vacunas y ensayos
diagnoésticos. Sin embargo, muchos de ellos no son detectados por el suero de
animales en diferentes etapas de la enfermedad, sugiriendo tal vez la utilizacion de una
mezcla de estos, mas que la de un antigeno unico (Bannantine y col 2004-b).

Estudios realizados por Cho y Collins (2006), demuestran que las proteinas
secretadas por Map en el medio de cultivo son mas inmunogénicas que las proteinas
propias de la bacteria. Por otra parte, se ha reportado que son las proteinas de
secrecion las que estimularian de mejor manera al sistema inmune de animales
infectados y, por lo tanto, serian de gran interés en el mejoramiento de técnicas
diagnésticas basadas en serologia (Willemsen y col 2006).

Tomando en consideracién estos Ultimos antecedentes, las investigaciones mas
recientes han centrado sus esfuerzos en determinar cuéles de estas proteinas serian
los antigenos mas adecuados para ser aplicados a pruebas diagnésticas de rutina, lo

cual abre un amplio campo de investigacion en la identificacion de estas proteinas.
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2.4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el caso especifico de la paratuberculosis, la especificidad y la sensibilidad de
la prueba seroldgica de ELISA dependen directamente de los antigenos de Map
utilizados, ya que una respuesta inmunoldgica no puede ser detectada si el antigeno
qgue la origind no es un componente de la prueba. Los protocolos de elaboracion de
antigenos para las actuales pruebas de ELISA no han priorizado la sensibilidad; por el
contrario, son fabricados con extractos crudos de Map (Yokomizo y col 1985, Cox y col
1991). Estudios preliminares han demostrado que un cuidadoso y exhaustivo analisis de
electroforesis bi-dimensional de proteinas de Map, seguido de ensayos de
serorreactividad permite identificar aquellos antigenos capaces de discriminar mejor
entre animales infectados y no infectados con Map. Por esto es de vital importancia el
analisis tanto de las proteinas de la bacteria como de las liberadas al medio de cultivo,

para establecer cudles serian las proteinas éptimas para utilizar en el serodiagnéstico.



15

2.5 HIPOTESIS DE TRABAJO

Proteinas de Map pueden ser detectadas a través de electroforesis bidimensional

al reaccionar con sueros de animales en distintos estadios de infeccion.

2.6 OBJETIVOS

2.6.1 Objetivo general

Establecer patrones diferenciales, mediante andlisis de western blot, entre los

sueros de animales infectados con Map y sueros de animales control.

2.6.2 Objetivos especificos

- Evaluar las proteinas en cuanto a su relevancia como posibles antigenos para el
inmunodiagnadstico.
- ldentificar aquellas proteinas directamente relacionadas con la sensibilidad y

especificidad diagndstica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

3.1.1 Reactivos Quimicos

De Allied Monitor, Inc. se obtuvo Micobactina J.

De Amersham Biosciences se obtuvo el reactivo quimioluminiscente, ECL.

De Becton Dikinson and Company se obtuvo el suplemento Middlebrook OADC
Enrichment (Cloruro de sodio 8,5g, Fraccion V de albumina bovina 50g, Dextrose 20g,
Catalasa 0,03g y Acido oléico 0,6ml; por litro).

De BioAxis se obtuvo el estandar de peso molecular, rango 20-120 kDa.

De Bio-Rad se obtuvieron los siguientes reactivos: Agarosa, Anfolitos de rangos 3-10 y
5-7, Bradford Protein Assay, Dodecil sulfato de sodio, SDS, Estandar 2-D SDS-PAGE,
N, N, N'N’ - tatrametilendiamina, TEMED, Membranas de nitrocelulosa Trans-Blot®, 0,2
um de poro y Urea ultra pura.

De Calbiochem se obtuvo el Tris/ Base.

De Difco™ Laboratorios se obtuvieron la Leche descremada y el Medio de Cultivo
Middlebrook 7H9 Broth.

De Equilab se obtuvo Metanol.

De Merck, Darmstadt se obtuvieron los siguientes reactivos: Acrilamida, Azul de

bromofenol, 2-Mercaptoetanol, Bisacrilamida, Cloruro de sodio, NaCl, Cloruro de
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potasio, KCI, Glicina, Glicerol, Hidroxido de sodio, NaOH, Fosfato &cido sddico,
Na,HPO,, Persulfato de amonio (NH4)»S,0s, Sulfato de amonio, (NH4),SO4 y Tween®
20.

De Rockland se obtuvo el anticuerpo Anti-lgG bovino conjugado a peroxidasa.

De Sigma Chemical Co. se obtuvo Diaminobencidina.

De Winkler se obtuvo Albimina sérica de bovino, BSA.



3.1.2 Instrumentos

Agitador VRN 480, Gemmy Orbital Shaker.

Bafo termorregulado GFL modelo 1013.

Centrifuga refrigerada Heraeus Biofuge fresco.
Centrifuga Sorvall Legend RT.

Camara de Bioseguridad 1l A2 Thermo Forma.
Espectrofotometro UV/VIS V-530, Jasco.

Filtros de 0,2 um, Millipore.

Fuente de poder, Power PAC 300, Biorad.

Estufa de cultivo Shel Lab.

pHmetro ORION model 420

Sistema de electroforesis Protean Il xi 2D de BioRad.
Sistemas Protean Il y Mini protean I, BioRad.
Sistemas de transferencia Transblot y Mini-Transblot, BioRad.
Tubos Centricon MWCO 3kDa, Millipore.

Vortex Mixer VM-300.

18
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3.1.3 Material bioldgico

3.1.3.1 Cepas micobacterianas

Se utilizé una cepa de campo de M. avium subsp. paratuberculosis aislada e
identificada (mediante PCR del inserto 1S900) en el Laboratorio de Paratuberculosis del
Instituto de Microbiologia y una cepa de referencia de M. paratuberculosis ATCC 19698
de origen bovino.

Para realizar los ensayos de preadsorcion de los sueros se utilizé una cepa de
Mycobacterium phlei ATCC 11758, proporcionada por el Dr. M.T. Collins, director del

Johne’s Disease Center, Universidad de Wisconsin-Madison, EE.UU.
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3.1.3.2 Sueros bovinos

Para los ensayos de inmunodeteccion se utilizaron 4 sueros bovinos de animales
con paratuberculosis clinica y resultados ELISA y cultivo fecal positivo, ademéas de un
suero control negativo, obtenido de un animal perteneciente al Centro de Inseminacion
Artificial de la Universidad Austral de Chile con estatus no infectado de acuerdo a

examenes anuales para paratuberculosis a través de la prueba de ELISA (Tabla 1).

SUERO | CULTIVO FECAL | S/P ELISA
1 Positivo 1,122
2 Positivo 2,976
3 Positivo 2,406
4 Positivo 1,596
negativo | No determinado 0,007

Tabla 1. Caracteristicas de los sueros utilizados para los ensayos de
inmunodeteccion.

El valor S/P corresponde a la densidad 6ptica de los sueros corregida con los
sueros controles positivos al realizar un ELISA. En este caso, las muestras fueron

analizadas con el “kit” comercial de IDEXX (IDEXX Laboratorios Inc., USA)
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3.2 METODOS

3.2.1 Cultivo de micobacterias y curvas de crecimie  nto

Todas las cepas de Map fueron cultivadas en botellas de cultivo de 75 cm?
conteniendo 25 mL de medio liqguido Middlebrook 7H9-OADC (Difco) suplementado con
micobactina J (Allied Monitor Inc., USA). El pH del medio fue ajustado a 6,0 y la
incubacion se realizé a 37°C, por un minimo de 4 semanas. La cepa de M. phlei fue
cultivada en este mismo medio pero sin micobactina J, por un periodo de 2 semanas y
media.

Las lecturas para confeccionar las curvas de crecimiento fueron semanales para
el caso de Map (cepas de campo y de referencia) y cada 12 horas para M. phlei. Para
realizar las lecturas, se tomo una alicuota de 1 mL de cada cultivo liquido, previamente
homogeneizado, la que fue puesta en una cubeta de plastico de 1 mL con tapa. La
absorbancia de cada muestra fue leida a 630 nm contra un blanco, correspondiente al
medio de cultivo sin indculo. Las lecturas registradas de esta manera (anexos 7.1y 7.2)

fueron graficadas mediante una regresion sigmoidea en el programa Graph Pad 2.0.
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3.2.2 Dilusion y preadsorcion de sueros

Después de los primeros ensayos de inmunodeteccion realizados en una
dimensién, se selecciond el suero positivo nimero 2 para los ensayos posteriores de
preadsorcion de sueros y electroforesis bidimensional, debido a que reconoce una
mayor variedad de proteinas inmunogénicas.

La preadsorcion del suero 2 se realizd con las células bacterianas de la cepa de
M. phlei. Estas bacterias fueron sometidas a ebullicion durante 30 minutos para producir
su inactivacion vy lisis parcial y, posteriormente, lavadas con buffer fosfato salino (PBS)
(NaH,PO4 15 mM y NaCl 150 mM, pH 7,4). Esta suspension bacteriana fue centrifugada
a 16000xg por 10 minutos y se elimino el sobrenadante. De este concentrado celular se
agregaron 40 mg de peso humedo a cada mililitro (Milner y col 1987) de una dilucién
1:10 del suero y se incubd la mezcla por 1 h a temperatura ambiente (Yokomizo y col
1985). Con esta mezcla se incubaron las membranas para los analisis posteriores de
inmunodeteccion. Adicionalmente, se realizaron pruebas de preadsorcién utilizando el
concentrado celular de M. phlei y el sobrenadante de su propio cultivo liquido para diluir

el suero nimero 2.
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3.2.3 Obtencion de proteinas de  Map

Los cultivos de las cepas de campo y de referencia de M. avium subsp.
paratuberculosis (ATCC 19698) fueron traspasados a tubos falcon de 50 mL y
centrifugados a 3000xg durante 20 minutos a 10 C. EIl sobrenadante fue filtrado para
esterilizar y asegurar la eliminacion total de las bacterias de la muestra. Las bacterias
fueron posteriormente lavadas 3 veces con PBS mediante sucesivas centrifugaciones a
16000xg por 15 minutos.

Las proteinas presentes en el filtrado (proteinas FC) fueron precipitadas con
(NH4).S0O, 4 M, resuspendidas en PBS y luego reconcentradas por centrifugaciéon en

tubos Centricon MWCO 3 kDa (Millipore). Las muestras fueron mantenidas a -20°C.

3.2.4 Determinacion de proteinas de Map

Una vez obtenida la muestra proteica, la concentracion de las proteinas en ella
fue determinada segun el método de Bradford (1976). Se construyé una curva de
calibracion entre 0,32 y 1,44 ug/pl usando como estandar albumina sérica de bovino y
el reactivo comercial de Bradford. Tanto las muestras proteicas como los estandares de
la curva de calibracion fueron leidos a una longitud de onda de 595 nm. Las muestras

de proteinas del filtrado del cultivo presentaron concentraciones cercanas a los 10

Hg/l.
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3.2.5 Isoelectroenfoque (IEF)

Esta técnica se realiz0 segun el procedimiento descrito en Currents Protocols in
Protein Science (Harper y col 1998). Para la preparacion de 20 geles para IEF se
utilizaron los siguientes reactivos: urea ultra pura (8,45 g), acrilamida/bisacrilamida
30/0,8 (2 mL), Tritbn X-100 al 20%(1,5 mL), agua desionizada (3,75 mL), anfolitos del
rango 3-10 (0,75 mL) y anfolitos del rango 5-7 (0,75 mL).

Esta mezcla fue filtrada y luego se agregé 94 ul de persulfato de amonio al 2,5%
y 21,5 ul de TEMED. Cuando fue necesario, la mezcla se coloc6 en un bafio a 37 T
para ayudar a disolver la urea antes de agregar el persulfato de amonio y el TEMED.

Con ayuda de una jeringa de 5 mL se procedié a depositar la muestra en el
interior de tubos de vidrio de 13 cm de largo con un didmetro interno de 2 mm
(previamente lavados con una solucion de HCI y etanol 2:3) sellados con parafilm en un
extremo, hasta una altura de 11,5 cm. En seguida se cubri6 la mezcla con 50 pl de urea
8 M recién preparada y se dejo polimerizar como minimo tres horas.

Una vez polimerizados los geles se retird la solucién de urea y se reemplazo por
50 ul de tampon de lisis (urea 13,5 M, B-mercaptoetanol 1,13 M, anfolitos rango 3-10
2%, anfolitos rango 5-7 2 %, Triton X-100 6,35 %). Los geles fueron montados en el
sistema de corrida que contenia en la camara inferior o a&nodo H3PO4 0,1 M y en la
camara superior o catodo NaOH 0,1 M. Para crear el gradiente de pH se pre-corrieron
los geles durante 30 min a un voltaje constante de 500 volt. Hecho esto, se removieron

las soluciones de hidroxido y de tampon de lisis que cubrian los geles y se volvié a
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cubrir cada gel con 50 pl de tampdn de lisis por 2 min como una forma de remover
restos de NaOH que pudieran afectar posteriormente a la muestra. Pasados estos dos
minutos, y retirado el tampon de lisis se procedid6 a cargar las muestras
(aproximadamente 500 pg de proteinas), cubrirlas con tampén de lisis diluido en agua
(8:2) y montar nuevamente el sistema de corrida. El IEF duré un total de 18 h a un
voltaje constante de 667 volt.

Después de la corrida, los geles fueron extraidos de los tubos de vidrio con
ayuda de una jeringa de 5 mL, inyectando agua entre el tubo y la superficie del gel. Los
geles se guardaron en tubos de ensayo a -20 T hasta realizar el SDS-PAGE de la
segunda dimension.

Para la estandarizacion de la técnica de electroforesis bidimensional se utilizé un
estandar de punto isoeléctrico y peso molecular.

Para determinar el gradiente de pH formado en cada gel IEF, por cada corrida se
dej6é un gel al cual no se agregé muestra y que posteriormente fue cortado cada 0,5 cm.
Estos pedazos de gel fueron puestos en tubos eppendorf con 1 mL de agua
desionizada y agitados por 30 minutos para lograr la difusidon de los electrolitos.

Finalmente se midio el pH de cada uno de los tubos (O’Farrel 1975).
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3.2.6 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SD  S-PAGE)

Se prepararon geles de poliacrilamida al 12%, de acuerdo al procedimiento de
Laemmli (1970). Para preparar el gel separador se utilizaron los siguientes reactivos.
Las siguientes cantidades corresponden a las utilizadas para preparar el gel separador
para la segunda dimensién: agua destilada (23,7 ml), acrilamida/bisacriamida 30/0,8
(30,6 ml), Tris/HCI 0,4 % SDS pH 8,8 (18,16 ml), persulfato de amonio al 1 % (3 ml) y
TEMED (46 pl). El gel espaciador se prepard con la siguiente mezcla: agua destilada
(4,55 ml), acrilamida/bisacrilamida 30/0,8 (1,12 ml), Tris/HCI 0,4 % SDS pH 6,8 (2,20
ml), persulfato de amonio al 1% (0,875 ml) y TEMED (10,5 ul).

La peineta usada para la segunda dimension posee 2 pocillos, uno de 0,4 mm de
ancho y otro de 14 cm de ancho. Una vez montado el sistema electroforético, el gel IEF
se descongel6 en una estufa a 37 C por 15 min y fu e puesto en el surco mayor del gel
para la segunda dimension y cubierto con un buffer de corrida con alto porcentaje de
SDS (Tris 0,5 M, Glicina 0,768 M, SDS 2 %) en la camara superior. Con ayuda de una
pipeta se retiraron las burbujas y la camara inferior se llené con buffer de corrida comun
(Tris 0,5 M, Glicina 0,768 M, SDS 0,4 %). En el segundo pocillo se cargaron 20 ul de
estandar de peso molecular pretefiido de rango 120-20 kDa y el sistema se precorrié
por 20 min a 20 mA para asegurar la denaturacién de las proteinas en el gel IEF
(O’Farrel 1975). Luego se cambid el buffer de la cAmara superior por el mismo utilizado

en la cdmara inferior y la corrida se realiz6 a 30 mA, demorando aproximadamente 5 h.
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Los geles unidimensionales fueron preparados con las misma mezclas descritas
para la segunda dimension, pero en proporcion 10 veces menor. La corrida se realizo a

30 mA y demoro 1 h aproximadamente.

3.2.7 Inmunodeteccién (WESTERN BLOT)

Para realizar la inmunodeteccién, las proteinas resueltas en SDS-PAGE fueron
electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (Towbin y col 1979). En el caso de los
geles unidimensionales, la transferencia se realizé por 15 h a 40 mA, para los geles en
dos dimensiones la transferencia se realiz6 por 15 h a 60 mA con buffer de
transferencia (buffer de corrida, 20% metanol). Las membranas fueron dejadas en
solucién de bloqueo (PBS 1 %, Tween 20 0,3 %, leche descremada 5% y BSA 1 %) con
agitaciéon constante por 1 h y luego incubadas con los sueros correspondientes en
dilucion 1:10 por un minimo de 4 h con agitacion. Luego de tres lavados con PBS-
Tween 20 0,3%, las membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario por un
minimo de 2 h con agitacién. Este anticuerpo corresponde a un anti-lgG bovino
conjugado a peroxidasa y fue usado en una dilucién 1:5000 (2x10™ pg/pl). Finalmente,
las membranas se lavaron tres veces mas con PBS-Tween 20 0,3% y reveladas con un

reactivo quimioluminiscente.
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4. RESULTADOS

4.1 CULTIVOS LIQUIDOS Y CURVAS DE CRECIMIENTO

Las caracteristicas de los cultivos liquidos de la cepa de campo de Map en medio
Middlebrook 7H9-OADC se muestra en la Figura 1. Esta imagen fue tomada cuando se
alcanzaron las 4 semanas de incubacion. En ella se pueden observar los tipicos
cumulos de células formados por la micobacteria durante su crecimiento. Los cultivos
fueron incubados en botellas de cultivo de 75 cm? de superficie y mantenidos en una
estufa de cultivo a 37 T (Figura 2).

Las curvas de crecimiento tanto para las cepas de Map como para la cepa de
referencia de M. phlei en medio de cultivo Middlebrook 7H9-OADC, fueron
confeccionadas de acuerdo al procedimiento descrito en Materiales y Métodos (seccién
3.2). En la curva de crecimiento de la cepa de campo de Map (Figura 3) se pueden
observar las fases de crecimiento tipicas: latencia, exponencial y estacionaria. Se
puede apreciar que la fase de crecimiento exponencial se extiende entre la 3% y la 82
semana de incubacion aproximadamente, antes de pasar a la fase estacionaria. En la
curva de crecimiento de la cepa de referencia de Map (Figura 4) no es posible observar
estas distintas fases, observandose mas bien una fase de latencia después de la 4%
semana de incubacion y luego una nueva fase exponencial a partir de la 7% semana.

En la curva de crecimiento de la cepa de M. phlei (Figura 5) también se pueden
observar las etapas o fases de crecimiento tipicas del crecimiento bacteriano: latencia,

exponencial y estacionaria, determinandose que para esta
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Figura 1. Cultivos liquidos en medio Middlebrook 7H9-  OADC. La figura
muestra el crecimiento de una cepa de campo de Map en medio de cultivo

liquido Middlebrook 7H9-OADC después de un mes de incubacion.
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Figura 2. Cultivos de Map. Incubacién de los cultivos de Map en medio liquido
a 37<T.
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CURVA DE CRECIMIENTO
CEPA DE CAMPO Map
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Figura 3. Curva de crecimiento de la cepa de campo de Map. La cepa de
campo fue cultivada en medio liquido Middlebrook 7H9-OADC por un total de
trece semanas. La curva representa el promedio de crecimiento de tres cultivos

en paralelo e independientes.
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CURVA DE CRECIMIENTO
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Figura 4. Curva de crecimiento de la cepa de referencia de Map. La cepa de
referencia fue cultivada en medio liquido Middlebrook 7H9-OADC por un total de
trece semanas. La curva representa el promedio de crecimiento de tres cultivos

en paralelo e independientes.
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CURVA DE CRECIMIENTO
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Figura 5. Curva de crecimiento de M. phlei. La cepa de M. phlei, fue cultivada
en medio liquido Middlebrook 7H9-OADC por un total de trece dias (432 horas).
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micobacteria y en el medio de cultivo utilizado, la fase de crecimiento exponencial se

presenta entre los 10 y 16 dias de incubacion (250 y 400 horas).

4.2 PATRONES INMUNOGENICOS EN UNA DIMENSION

4.2.1 Determinacién de proteinas inmunogénicas pert  enecientes al FC de la cepa

de referencia de Map

Las distintas proteinas inmunogénicas del FC de la cepa de referencia de Map
ATCC19698 fueron determinadas utilizando los sueros positivos nimeros 2, 3y 4. En la
Figura 6 se observan los distintos patrones inmunogénicos para cada suero. En el caso
de la inmunodeteccién con el suero niumero 2 las proteinas observadas tienen masas
moleculares aproximadas de 49, 37, 35, 27, 18, 14 y 12 kDa, Cuando la
inmunodeteccion se realizé con el suero nimero 3, se observaron proteinas de masas
moleculares 49, 37, 35, 27 y 18 kDa aproximadamente. Por otro lado, el suero nimero
4, reconoci6 proteinas de masas moleculares de 49, 37, 35y 27 kDa.

Es de interés que las proteinas encontradas dentro del rango de 27 a 49 kDa

fueron reconocidas por los tres sueros utilizados.
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Figura 6. Inmunodeteccion de proteinas FC de lacepa  de referencia de Map
con sueros positivos.  Se realizaron inmunodetecciones de las proteinas
obtenidas del medio de cultivo filtrado con tres sueros positivos distintos, sueros;
2 (carril 1), 3 (carril 2) y 4 (carril 3). A la izquierda se indican las posiciones de los
estandares de masa molecular en kDa. En todos los carriles se cargaron 50 ug

de proteinas totales.
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4.2.2 Inmunodeteccion de proteinas FC de la cepa de referencia de Map con

suero preadsorbido con M. phlei y suero negativo

Al realizar la imunodetecion de las proteinas FC de la cepa de referencia de Map
utilizando el suero nimero 2 con y sin preadsorcion previa con M. phlei (Figura 7), se
determind que no existen diferencias significativas en los patrones inmunogénicos
obtenidos. Esto indicaria una alta especificidad de las proteinas FC, ya que no existirian
epitopes compartidos con las proteinas de M. phlei. Se puede observar, ademas, que
existe s6lo una banda, correspondiente a una proteina de masa molecular aproximada
de 12 kDa, que no es inmunodetectada por el suero luego de la preadsorcién con la
micobacteria ambiental. Por otra parte, al realizar la inmunodeteccion de las proteinas

FC con el suero negativo, no se observa inmunorreaccion (Figura 7).

4.2.3 Determinacion de proteinas inmunogénicas pert  enecientes a los FC de la

cepa de campo de Map

Las proteinas FC de los cultivos liquidos de la cepa de campo en medio
Middlebrook 7H9-OADC, fueron analizadas con sueros provenientes de distintos
bovinos con paratuberculosis clinica (sueros numeros 1, 2, 3y 4) (Tabla 1).

Con la finalidad de analizar si existia algun tipo de cambio en las proteinas
liberadas al medio por Map durante las distintas fases de su crecimiento, la cosecha de
estos cultivos se realiz6 a distintos tiempos de incubacién, correspondientes a las

semanas 4, 6, 8 y 10. Las proteinas FC fueron obtenidas como se describe en
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Figura 7. Inmunodeteccion de proteinas FC de lacepa  de referencia de Map
con sueros preadsorbido y negativo. La inmunodeteccion se realiz6 con el
suero positivo 2 (carril 1), suero 2 preadsorbido con M. phlei (carril 2) y suero
negativo (carril 3). A la izquierda se indican las posiciones de los estandares de
masa molecular en kDa. Se cargaron 50 pg de proteinas totales en todos los

carriles.
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Materiales y Métodos (seccion 3.4) y se determind6 mediante analisis de
inmunodeteccion que aquellas proteinas reconocidas por los sueros utilizados
corresponden a proteinas de masas moleculares no superiores a 55 kDa (Figura 8).

Los patrones inmunogénicos obtenidos en cada tiempo de cosecha y frente a
cada uno de los sueros se muestran en la Figura 8 y se puede apreciar que todos los
sueros probados fueron capaces de detectar proteinas provenientes del filtrado de los
cultivos liquidos de la cepa de campo. A si mismo, el suero nimero 2 reacciond con una
mayor cantidad de proteinas que el resto de los sueros, lo cual podria estar
directamente relacionado con el valor S/P obtenido para este suero en la prueba de
ELISA, que es el mas elevado de los cuatro sueros positivos utilizados en este trabajo
(Tabla 1) y que a la vez puede estar relacionado con el estadio clinico presentado por el
animal del cual fue extraido.

Se puede observar que ninguno de los sueros fue capaz de detectar visiblemente
proteinas de los filtrados obtenidos de cultivos de 4 semanas, a pesar que la cantidad
de proteinas totales cargadas fue igual a 50 ug en todos los carriles.

Cuando se analizaron las proteinas FC extraidas de los cultivos de la cepa de
campo inmunodetectadas con los 4 sueros positivos, se determind que aquellas dentro
del rango de masa molecular aproximado de 20 y 40 kDa, fueron detectadas por los 4
sueros y a las 6, 8 y 10 semanas de cultivo (Figura 8), de manera similar a lo observado

para la cepa de referencia de Map.
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Figura 8. Inmunodetecciéon de proteinas FC de la cepa de campo de Map
con sueros positivos. Fueron utilizados los sueros 1, 2, 3y 4 (paneles A, B, C
y D respectivamente) para la inmunodeteccion de proteinas FC obtenidas a
distintos tiempos de cultivo. Carriles 1, proteinas de 4 semanas; carriles 2,
proteinas de 6 semanas; carriles 3, proteinas de 8 semanas y carriles 4,
proteinas de 10 semanas de cultivo. A la izquierda se indican las posiciones de
los estandares de masa molecular en kDa. En todos los carriles se cargd 50 pg

de proteinas totales.



118—
86—

47—

34—

26—

19—

2 3 4
i —— “
L -
A
1 2 3 4

118 —
86—

47—
34—
26—

19—

= W

-— e -

40



118—
86—

47—

34—

26—

19—

118 —
86 —

34—

26—

19 —

41



42

4.2.4 Inmunodeteccion de proteinas FC de la cepa de  campo de Map con suero

preadsorbido con M. phlei y suero negativo

En la Figura 9 se observa que las proteinas inmunodetectadas por el suero
positivo fueron también reconocidas cuando el suero es preabsorbido con M. phlei, a
excepcion de la proteina de aproximadamente 12 kDa. Este resultado coincide con el
obtenido para la cepa de referencia de Map e indicaria que estas proteinas no
presentan reaccion cruzada con antigenos presentes en M. phlei.

Al realizar la inmunodeteccion con el suero negativo, no se observd

inmunorreaccion (Figura 9).

4.3 PATRONES INMUNOGENICOS EN ELECTROFORESIS BIDIME NSIONAL

4.3.1 Patron inmunogénico bidimensional de proteina s FC de la cepa de

referencia de Map

Como una forma de determinar si las distintas proteinas FC inmunodetectadas en
una dimension presentaban isoformas que inmunorreaccionaran con distinta intensidad
frente al suero positivo, se realizaron ensayos de inmunodeteccion en dos dimensiones.
Al realizarse estos ensayos con las proteinas FC de la cepa de referencia de Map, se
obtuvo el patron mostrado en la Figura 10, en la cual es posible observar pocas

proteinas inmunodetectadas pero todas con puntos isoeléctricos cercanos.
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Figura 9. Inmunodeteccién de proteinas FC de la cepa de campo de Map
con sueros preadsorbido y negativo. La inmunodeteccion se realiz6 con el
suero positivo 2 (carril 1), suero 2 preadsorbido con M. phlei (carril 2) y suero
negativo (carril 3). A la izquierda se indican las posiciones de los estandares de
masa molecular en kDa. Se cargaron 50 ug de proteinas totales en todos los

carriles.
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Figura 10. Inmunodeteccion de proteinas FC de la cep a de referencia de
Map separadas por electroforesis bidimensional con suer 0 positivo. La
inmunodeteccidn se realiz6 con el suero 2 sin diluir. A la izquierda se indican las
posiciones de los estandares de masa molecular en kDa. Arriba se indica en

gradiente de pH. Se cargaron 500 pg de proteinas totales.
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Al realizar el mismo ensayo, pero utilizando el suero negativo, no se observé

inmunorreaccion (Figura 11).

4.3.2 Patrén inmunogénico bidimensional de proteina s FC de la cepa de campo de

Map

Al analizar las proteinas FC de la cepa de campo mediante electroforesis
bidimensional e inmunodeteccion, se pudo determinar que las proteinas
inmunodetectadas poseen diferentes isoformas reconocidas por el suero nimero 2
(Figura 12). Estas isoformas poseen puntos isoeléctricos que se encuentran dentro de
un rango de pH relativamente estrecho (pH 5,0-6,0).

Al realizarse la inmunodeteccion utilizando el suero negativo no se observd

inmunorreaccion (Figura 13).



46

118 —

86 —

47 —»

34—

26 —

19 —

Figura 11. Inmunodeteccidén de proteinas FC de la cep a de referencia de
Map separadas por electroforesis bidimensional con suer 0 negativo. La
inmunodeteccion fue realizada con el suero negativo sin diluir. A la izquierda se
indican las posiciones de los estdndares de masa molecular en kDa. Arriba se

indica en gradiente de pH. Se cargaron 500 ug de proteinas totales.
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Figura 12. Inmunodeteccion de proteinas FC de la cep a de campo de Map
separadas por electroforesis bidimensional con suer 0 positivo. La
inmunodeteccion fu realizada con el suero 2 sin diluir. A la izquierda se indican
las posiciones de los estandares de masa molecular en kDa. Arriba se indica en

gradiente de pH. Se cargaron 500 ug de proteinas totales.
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Figura 13. Inmunodeteccion de proteinas FC de la cep a de campo de Map
separadas por electroforesis bidimensional con suer 0 negativo. La
inmunodeteccion fue realizada con el suero negativo sin diluir. A la izquierda se
indican las posiciones de los estandares de masa molecular en kDa. Arriba se

indica en gradiente de pH. Se cargaron 500 g de proteinas totales.
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5. DISCUSION

Es sabido que el diagndstico de paratuberculosis bovina es complejo y la prueba
mas utilizada (ELISA) presenta problemas en cuanto a su especificidad y sensibilidad
(Collins 1996). Ambos parametros estan directamente relacionados con los antigenos
de Map utilizados, que generalmente corresponden a un extracto crudo de la
micobacteria (Cox y col 1991, Yokomizo y col 1985). Estudios recientes sefialan que
proteinas liberadas por Map al medio extracelular actuarian como mejores antigenos
para estimular el sistema inmune de animales infectados (Willemsem y col 2006). Por lo
tanto, estas proteinas serian mas adecuadas para la optimizacion de una prueba
diagndstica que las proteinas propias de la bacteria (Cho y Collins 2006).

Considerando lo anterior, es que este trabajo se centrd en la identificacion de las
proteinas de secrecién de Map que pudieran ser utilizadas en la elaboracién de una
prueba de ELISA mejorada.

Para poder cumplir el primer objetivo planteado fue necesario elaborar
previamente las curvas de crecimiento de las cepas de Map en el medio de cultivo
Middlebrook 7H9-OADC. En las curvas de crecimiento obtenidas para las cepas de
Map, se pudo observar diferencias en los patrones de crecimiento entre la cepa de
campo y la cepa de referencia ATCC 19698. En el caso de la cepa de campo de Map
(Figura 3) se observaron las fases de crecimiento tipicas: latencia, exponencial y
estacionaria y se logré determinar que la fase de crecimiento exponencial se presenta
entre la 3% y la 8% semana aproximadamente, alcanzandose luego la fase estacionaria.

En la curva de crecimiento de la cepa de referencia de Map (ATCC 19698), en cambio,
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no fue posible observar estas distintas fases, sino mas bien un crecimiento interrumpido
por una fase de latencia después de la 4% semana y luego una nueva fase exponencial
a partir de la 7% semana (Figura 4). Este comportamiento inusual de la micobacteria
puede deberse al numero de subcultivos al que fue sometida esta cepa en patrticular,
que corresponde a una cepa comercial, ya que en el caso de la cepa de campo el
namero de subcultivos no fue superior a 3. Otro factor a tener en cuenta son las
condiciones del cultivo. Es importante aclarar que en una primera etapa, los cultivos
fueron realizados en botellas cerradas, que no permitian el intercambio gaseoso con el
exterior. Posteriormente se comenzaron a utilizar botellas con tapa ventilada gracias a
la sugerencia del Dr. Michael Collins, director del Johne’s Disease Center, Universidad
de Wisconsin-Madison, EE.UU, quien posee gran experiencia en el trabajo con esta
micobacteria y tuvo la posibilidad de observar nuestros cultivos. Las curvas de las
cepas en estas condiciones estan siendo confeccionadas, por lo que pronto se podra
determinar la implicancia de este factor en el crecimiento poco usual de la cepa de
referencia de Map.

Como se menciond anteriormente, la utilizacion de proteinas CF para la
realizaciéon de este trabajo, se basé en estudios que demuestran que las proteinas
liberadas por Map al medio de cultivo presentan una mayor variedad de proteinas
inmunogénicas que las proteinas propias de la bacteria (Cho y Collins 2006) y tendrian
un papel mas importante en la estimulaciébn de la respuesta inmune en animales
infectados (Cho y Collins 2006, Willemsen y col 2006). Sin embargo, el nimero de
proteinas diferentes encontradas, tanto en los ensayos unidimensionales como

bidimensionales, fue mucho menor al esperado segun antecedentes previos publicados
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(Cho y Collins, 2006; Cho y col 2006). Esto podria deberse a las condiciones de cultivo
de las micobacterias, ya que al no ser Optimas para su crecimiento, las micobacterias
estarian privilegiando un metabolismo de supervivencia por sobre otras vias que
pueden estar relacionadas con la liberacion de proteinas al medio extracelular. Lo
anterior podria explicar la poca variedad y cantidad de proteinas FC encontradas en
este trabajo. También es posible que la utilizacion de una cepa de campo aislada en
nuestro laboratorio tenga algun tipo de relevancia en este caso, ya que es una cepa
diferente a la usada por Cho en sus estudios (2006). La cepa de referencia de Map
ATCC19698 presta poca utilidad a la hora de dilucidar esta interrogante ya que el
crecimiento observado no es el esperado y en los estudios publicados no se muestran
controles con esta cepa que nos permitan comparar nuestros hallazgos.

Dados los resultados obtenidos se concluyé que las proteinas inmunodetectadas
con los sueros positivos utilizados en este estudio presentan masas moleculares no
superiores a 55 kDa (Figuras 6 y 8), resultados que se relacionan perfectamente con lo
descrito por Cho y Collins (2006), quienes indican que la mayoria de las proteinas
recuperadas del sobrenadante de cultivos liquidos de Map son menores de 50 kDa.

Las proteinas FC que estan en el rango de 20 a 40 kDa aproximadamente,
fueron reconocidas por todos los sueros positivos probados (Figuras 6 y 8) y para las
dos cepas de Map utilizadas, por lo cual podrian ser buenas candidatas para ser
usadas en serodiagndstico. Al ser reconocidas por sueros provenientes de distintos
animales con paratuberculosis, se puede presumir que son proteinas que provocan una
respuesta inmune de manera independiente al animal al que estan infectando. Los

mismos estudios realizados en este trabajo, pero utilizando proteinas FC provenientes
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de otra cepa de campo de Map aislada en nuestro laboratorio, mostraron resultados
similares, ya que todos los sueros detectan proteinas de masa molecular bajo los 55
kDa y en todos los casos el rango de proteinas entre los 20 y 40 kDa aproximadamente
fue detectado por los 4 sueros sin mayores diferencias (datos no mostrados). Esto
indicaria que las proteinas FC que poseen masas moleculares entre los 20 y 40 kDa
podrian ser, ademas, expresadas por distintas cepas de Map, lo cual es de gran
relevancia al momento de elegir proteinas para ser utilizadas en una prueba diagnostica
debido a que son distintas las cepas que pueden estar provocando infeccion en
distintos animales provenientes de un mismo rebafio. Es por esto que, segun el criterio
utilizado, se definieron a las proteinas dentro de este rango como proteinas de gran
interés para etapas futuras de semipurificacion y diagnostico.

Los resultados obtenidos al comparar los patrones inmunogénicos de las
proteinas FC a los distintos tiempos de cosecha, indican que las 6% y 8% semanas de
incubacion serian los tiempos Optimos para la obtencion de proteinas secretadas por
Map cuando la bacteria es cultivada en medio Middlebrook 7H9-OADC, ya que permiten
recuperar una mayor variedad de proteinas capaces de ser reconocidas por los sueros.
Esta afirmacion surge a partir del resultado mostrado en la Figura 8, donde se observa
que sin importar el suero utilizado, las 6% y 8% semanas de incubacién proveen de un
mayor numero de proteinas capaces de ser inmunodetectadas.

En los ensayos realizados no fue posible observar inmunorreaccion con las
proteinas obtenidas a las 4 semanas de incubacion, a pesar que la carga de proteinas
totales en todos los carriles fue la misma (50 pg). Una posible explicacion de lo anterior

es la imposibilidad de determinar con certeza qué cantidad de proteinas FC estaba
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siendo realmente puesta en cada uno de los pocillos cargados, ya que el medio
Middlebrook 7H9-OADC contiene albumina en su composicion, la cual es concentrada
al momento de obtener la muestra, de igual manera que las proteinas liberadas por Map
al medio. Se realizaron intentos por separar esta proteina “contaminante” de las
muestras por centrifugacion usando tubos con filtro de corte de 50 kDa, pero la baja
cantidad de proteinas FC presentes se perdia al momento de realizar este
procedimiento. Otra aproximacion utilizada fue tefir geles SDS-PAGE con Azul de
Coomasie para observar las cantidades de proteinas antes de realizar los ensayos de
inmunodetecion, pero esto tampoco fue posible debido nuevamente a la poca cantidad
de proteinas FC presentes efectivamente en la muestra y la poca sensibilidad del
método de tincion. Solo fue posible observar una banda muy marcada de
aproximadamente 65 kDa, correspondiente a la albumina en la muestra. Por lo tanto, es
probable que la concentracion de proteinas liberadas al medio a ese tiempo sea muy
baja.

Las proteinas presentes en el rango descrito de interés (20-40 kDa) no fueron
identificadas individualmente por cuanto el objetivo final de este trabajo fue definir
proteinas dentro de parametros que permitan una futura semipurificacion. El interés
estd centrado en un conjunto de proteinas que permitan mejorar el diagndstico
seroldgico y no en proteinas en particular, ya que se ha descrito que la utilizaciéon de
proteinas aisladas no aumenta la sensibilidad de la prueba de ELISA (Collins M.T. 2006
com. pers.). Por el contrario, existen estudios que sefialan que la utilizacion de multiples
antigenos pueden ayudar el desarrollo de una prueba mas sensible (Houghton y col

2002, Bannantine y col 2004-b, Cho y Collins 2006). Aun asi, las identidades de las
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proteinas dentro de este intervalo pueden ser supuestas, basandose en publicaciones
de proteinas descritas para Map. Dentro de este intervalo se encuentran la alquil
hidroperoxido reductasa D (Olsen y col 2000-a), la serin proteasa de 34 kDa (Cameron
y col 1994), el antigeno de 32 kDa (Aboud-Zeid y col 1991, El-Zaatari y col 1994) y el
antigeno de 34 kDa perteneciente al complejo antigénico A36 (De Kesel y col 1993,
Ostrowski y col 2003). Sin embargo, no fue posible determinar con exactitud si son
estas proteinas las que estarian siendo reconocidas en este trabajo por los sueros
determinados.

Habiéndose determinado la curva de crecimiento de la cepa de campo de Map y
en conjunto con lo sefialado anteriormente respecto a los tiempos de cosecha en que
se obtienen mayores cantidades de proteinas FC, es posible concluir que el tiempo
optimo de cosecha corresponde a la fase exponencial tardia de crecimiento, justo antes
de comenzar la fase estacionaria de crecimiento (Figura 3).

Como ya se ha mencionado anteriormente, es con el progreso de la enfermedad
gue aumentan los titulos de anticuerpos circulantes en el bovino dirigidos contra los
antigenos de Map. Los cuatro sueros utilizados en este estudio presentaron diferentes
S/P de ELISA, por lo que podrian estar representando a animales con distintos grados
de evolucién de la enfermedad. Al ser estos cuatro sueros capaces de reconocer las
proteinas FC de las cepas de Map se puede sugerir que las proteinas definidas como
de interés (rango entre 20 y 40 kDa) podrian ayudar a un diagnéstico tal vez mas
temprano de la infeccion con Map. Aln asi, se requieren posteriores estudios que
comprueben esta hipdtesis, como son la prueba con sueros sospechosos, que

presenten un valor S/P menor, cercano al punto de corte que separa resultados
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negativos de resultados positivos 0 con sueros negativos a ELISA pero provenientes de
animales cuyo cultivo fecal sea positivo para el aislamiento de Map.

Los ensayos de inmunodetecion en dos dimensiones demostraron que existen
distintas isoformas de las proteinas inmunogénicas del FC, pero todas agrupadas en un
rango de pH entre 50 y 6,0. El objetivo final de conocer los distintos puntos
isoeléctricos presentados por las diferentes isoformas fue determinar la mejor manera
de semipurificar proteinas inmunogénicas que pudiesen mejorar las pruebas
diagnoésticos. Dados los resultados obtenidos y antecedentes que indican que las
proteinas del FC de cultivos de Map presentan distintas isoformas, pero todas
reconocidas por sueros de animales con paratuberculosis (Collins M.T. 2006 com.
pers.), se decididé que el punto isoeléctrico de las proteinas de FC no es un parametro
que preste una utilidad al momento de disefiar una estrategia de semipurificacion para
las proteinas de interés identificadas en esta tesis. En consecuencia, los ensayos
realizados posteriormente para determinar qué proteinas presentaban reaccion cruzada
con antigenos de M. phlei se realizaron s6lo mediante electroforesis en una dimension.

En los ensayos con sueros preadsorbidos se pudo determinar que las proteinas
del rango entre los 20 y 40 kDa de masa molecular, definidas como proteinas de
interés, no presentan epitopes compartidos con proteinas de M. phlei que causen
reaccion cruzada con el suero positivo utilizado (Figuras 7 y 9). So6lo una banda,
correspondiente a una proteina de peso molecular estimado en aproximadamente 12
kDa, no fue inmunodetectada por el suero después de realizar la preadsorcién con M.
phlei, pero esta proteina no se encuentra dentro del conjunto de proteinas de interés

antes definido. Lo mismo ocurrio6 al realizar los ensayos con las proteinas FC de la cepa
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de referencia de Map. Este hallazgo es relevante debido a que nos permite sugerir que
las proteinas encontradas y determinadas como de posible interés para el desarrollo de
una futura prueba diagnéstica (rango entre 20 y 40 kDa) son especificas de Map y
permitirian un diagndstico mas especifico. Adicionalmente, se realizaron ensayos de
preadsorcion usando una mezcla de proteinas estructurales de M. phlei en conjunto con
el medio en el que fue cultivada, que contendria proteinas secretadas por esta bacteria
(resultados no mostrados). En estos ensayos no se logré observar diferencia de
resultados con el ensayo de preadsorcion inicialmente disefiado.

El paso previo de preadsorcion de los sueros a ser analizados por ELISA ha sido
descrito por varios autores como un paso importante en el desarrollo de la prueba de
ELISA, ya que estaria eliminando la posibilidad de falsos positivos al existir proteinas
homologas entre micobacterias relacionadas (Yokomizo y col 1985, Milner y col 1987,
Cox y col 1991). Esto no ocurrié en el caso de las proteinas secretadas por Map al
medio extracelular, segun los resultados obtenidos en este trabajo. En este caso, la
gran parte de las proteinas secretadas al medio de cultivo liquido utilizado, pudieron ser
inmunodetectadas después del paso de preadsorcion del suero con M. phlei lo cual
sugiere fuertemente que son proteinas importantes al momento de mejorar una prueba
seroldgica.

En conclusion, los resultados obtenidos en este trabajo, confirman la
inmunogenicidad de las proteinas FC de Map. Ademas, definen a aquellas dentro del
rango de 20-40 kDa como Optimas para el mejoramiento de la prueba de ELISA, debido
a que son expresadas por distintas cepas de Map, a distintos tiempos de cultivo y son

reconocidas por sueros de distintos animales infectados con Map.
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7.1 LECTURAS DE Ag3z PARA LA CONFECCION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO

DE M. phlei

HORAS A 630nm
72 0.0791
84 0,0970
96 0.1288
108 0.0972
120 0.1545
132 0.1601
144 0.0790
156 0.1922
168 0.2444
180 0.2675
192 0.2781

204 0.3127
216 0.3511
228 0.3842
240 0.4097
252 0.4475
264 0.4664
276 05291
288 0.6012
300 0.5730
312 10296
324 10950
336 1.0474
348 1.3102
360 15011
372 1.6053
384 1.6782
396 1.8869
408 1,9092
420 20466
432 17906




7.2 LECTURAS DE As3

CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE Map

7.2.1 LECTURAS PARA LA CEPA DE REFERENCIA DE Map EN TRIPLICADO

SEMANAS A 630 A 630 A 630
1 0,7312 0,2004 0,1967
2 1,0483 0,3875 0,3056
3 1,2259 0,5031 0,4983
4 1,4360 0,6830 0,7054
5 1,3670 0, 7541 0,8012
6 1,3138 0,9030 0,8666
7 1,3191 1,0109 0,9948
8 1,7018 1,1179 1,0800
9 1,9126 1,2087 1,4220
10 1,9005 1,4992 1,3824
11 2,0286 1,6848 1,6757
12 2,1003 1,8730 1,8534
13 1,9042 1,4560 1,5274
14 2,1466 1,9014 1,8851

14 2,0609 1,4592 1,6209

7.2.2 LECTURAS PARA LA CEPA DE CAMPO DE Map EN TRIPLICADO

SEMANAS A 630 A 630 A 630
1 0,5038 0,2764 0,1983
2 0,7187 0,3078 0,2638
3 0,8708 0,4631 0,4183
4 1,0932 0,5089 0,5036
5 1,3115 0,6219 0,6046
6 1,3718 0,6854 0,6321
7 1,3910 1,0633 0,9666
8 1,3847 1,3192 1,2531
9 1,5254 1,4192 1,4001
10 1,5867 1,4740 1,4825
11 1,6079 1,4215 1,4468
12 1,8185 1,5217 1,5166
13 1,9546 1,2244 1,2213
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