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RESUMEN

Los derivados proteicos purificados (PPD) son mezclas antigénicas no definidas obtenidas de distintas
micobacterias. Los PPD bovino (PPDb) y PPD aviar (PPDa) son los antigenos que se emplean para evaluar la
respuesta inmunitaria celular en infecciones como tuberculosis y paratuberculosis en el bovino. EI PPDa comercial
se produce a partir de Mycobacterium avium subsp. avium, y no a partir de la subespecie paratuberculosis. En
este trabajo se seleccioné una cepa local de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis cuyo patrén molecular
por RFLP es el mas frecuente entre los aislamientos de nuestro pais que han sido estudiados, y a partir de esta,
se obtuvo un derivado proteico purificado: PPDj-IB. Se emplearon tanto el PPDa comercial como el PPDj-IB como
antigenos en la prueba de liberaciéon de gamma-interferén en animales de un tambo con paratuberculosis y en
animales control. Aun cuando ambos PPD fueron capaces de estimular diferencialmente la liberacién de la
citoquina en el tambo infectado (respecto de los tambos control), no hubo diferencias significativas en los niveles
de estimulacion producidos y solo dos animales fueron positivos mediante el empleo de PPDj-IB. A partir del
analisis por Western blot se demostré que el contenido de lipoarabinomano y del antigeno Apa/ModD era distinto
en los PDD evaluados. Estas diferencias podrian explicar, en parte, las diferencias en los niveles de estimulacion
en términos individuales. Si bien el empleo de PPDj-IB no mejor6 significativamente los resultados de la prueba de
liberacion de yIFN, es importante destacar que se logré producir en el laboratorio un PPD apto para su empleo en
ensayos in vitro.
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ABSTRACT

Production and evaluation of a purified protein derivative from an Argentine strain of Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP). Purified Protein Derivatives (PPDs) are non-defined antigens prepared
from mycobacteria cultures. They are usually employed to evaluate the specific cellular immune response both in
animals and humans. Bovine and avian PPDs are usually employed as antigens in mycobacterial infections such
as tuberculosis and paratuberculosis. Nevertheless, PPD from Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,
(PPDj) is neither commonly used nor frequently available. However, PPD from Mycobacterium avium subsp.
avium is in fact used. We aimed to obtain and evaluate the performance of a PPDj from a local isolate of MAP using
the alnterferon-release assay. The stimulation of alnterferon-release was significantly different between infected
and control cattle when this antigen, named PPDj-IB, was used. Stimulation in the infected animals was similar with
both antigens (PPDa and PPDj-IB). However, some animals were positively stimulated with PPDj-IB and not with
PPDa. We demonstrated by Western blot that two antigenic molecules, lipoarabinoman and APA/ModD antigen
were differentially represented in both PPDs. This could explain the difference in stimulation induction of yIFN
observed at individual level. Although PPDj-IB could not improve PPDa performance, we could easily produce an
effective purified protein derivative for in vitro assays.
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INTRODUCCION

La tuberculosis y la paratuberculosis (PTB) bovinas
son patologias de etiologia micobacteriana que
impactan de forma negativa en la produccion pecuaria
de nuestro pais (23, 29). Entre las herramientas de

diagndstico disponibles se encuentran la prueba de
liberacién de gamma interferén (YIFN) y la prueba de
intradermorreaccion, donde se emplean derivados
proteicos purificados (PPD). Estas pruebas son
ampliamente empleadas en tuberculosis; sin embargo,
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su aplicacion en PTB es limitada, en estos casos son
consideradas pruebas complementarias.

Los PPD son mezclas antigénicas no definidas que
consisten, principalmente, en proteinas liberadas en
el medio de cultivo en la fase estacionaria. Dado que
el proceso de obtencion involucra la inactivacion de
las bacterias por calor, en este producto se encuentran
también proteinas y otros componentes celulares
liberados por la lisis de las micobacterias (lipidos,
azucares y acidos nucleicos). Muchos de los antigenos
presentes en estas mezclas complejas, también
llamadas tuberculinas, son comunes a varias especies
micobacterianas (11, 20).

La prueba de liberacion especifica de yIFN es un
ensayo rapido, desarrollado por Wood et al. en 1990,
que se realiza a partir de sangre entera (31). Se basa
en la liberacién de yIFN por parte de linfocitos
sensibilizados durante la incubacion con PPD. Algunos
animales infectados con Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) presentan una respuesta
celular especifica a la prueba de yIFN en etapas
tempranas de la infeccion. Los animales infectados
en etapa subclinica solo pueden ser diagnosticados
utilizando pruebas que midan respuesta celular, ya que
no presentan respuesta de anticuerpos especificos
(28). Sin embargo, una de las limitaciones de las
pruebas que evallian respuesta celular es que los
animales con PTB avanzada pueden presentar una
respuesta inmunitaria celular baja o nula, y asi resultar
negativos a estas pruebas (7). Sin embargo, en este
estadio de la enfermedad, ya se habilitan para el
diagndstico otras pruebas, como los ensayos serol6-
gicos y el aislamiento de la bacteria por cultivo. Estos
ultimos pueden utilizarse para la confirmacion de
resultados obtenidos en estudios previos o en ensayos
tempranos de la prueba de yIFN.

El diagndstico de PTB es dificultoso por el largo
tiempo que lleva el desarrollo de una respuesta de
anticuerpos especifica o la aparicién de signos
clinicos. Ademas, la eliminacion intermitente del bacilo
complica el diagndstico, y asi, los animales infectados
permanecen en las granjas, donde pueden infectar a
otros (4). El diagndstico temprano reduce el riesgo de
transmisién o la progresion de la enfermedad. Sin
embargo, la eliminacidon del animal asintomatico en
esta fase no es una estrategia de facil aceptacion por
parte de los productores. Pese a esto, el diagndstico
temprano se vuelve una herramienta util para mantener
el estatus de rodeo libre de la enfermedad, al evitar la
incorporacion de animales clinicamente sanos, pero
infectados con MAP.
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Varios estudios han demostrado que el ensayo de
YIFN es mas efectivo para la deteccién de la fase
temprana de infeccidn que las pruebas basadas en
anticuerpos (13). De acuerdo con lo descrito en
diagndstico de PTB, la técnica de yIFN no se reco-
mienda para el diagndstico en animales que estan
cursando una etapa tardia de la infeccion, ya que
existe un predominio de respuesta Th2, y en etapas
mas avanzadas los animales pueden entrar en estado
de anergia completa o de desactivacion inmunitaria.
Segun nuestra experiencia, en distintos rodeos
problemas se pueden encontrar en algunos animales
con PTB clinica y con alta respuesta, tanto de anti-
cuerpos especificos como de liberacidén especifica
de yIFN (9). El paradigma Th1/Th2 ha sido considerado
por algunos autores como una simplificacién del
cuadro inmunoldgico en ciertas infecciones, y se han
caracterizado células de distintos subtipos en el bovino,
diferentes a las descritas en ratones, que presentan
fenotipo ThO (5, 18). Esto explicaria la presencia de
animales con respuesta inmunitaria poco definida,
considerada como ThO.

El PPD preparado a partir de MAP, también conocido
como PPD johnina (PPDj), no esta disponible
comercialmente en todos los paises y, en su lugar, se
emplea el derivado proteico aviar para el diagndstico
de la PTB. M. avium subsp. paratuberculosis y M.
avium subsp. avium tienen un alto grado de similitud,
con una identidad genética que se estima superior al
97 % (2). Un estudio comparativo de los genomas de
las dos subespecies reveld la presencia de 21
secuencias especificas en MAP, algunas de las cuales
codifican proteinas antigénicas (1, 3). Ademas, estudios
protedmicos comparativos refuerzan la idea de que
ciertas proteinas se expresan exclusivamente en MAP,
a la vez que otras se expresan muy pobremente en M.
avium subsp. avium; entre estas ultimas se encuentran
algunos antigenos (14). Por otro lado, también se ha
descrito la presencia de un perfil diferencial de expresion
de proteinas entre distintas cepas de MAP (24), lo que
lleva a indagar acerca de la conveniencia de una
preparacion antigénica proveniente de una cepa
predominante en el escenario epidemiolégico de
nuestro pais.

Dado que en el mercado local no existen PPD
basados en MAP, el objetivo de este trabajo fue producir
una mezcla antigénica a partir de un aislamiento local
de MAP y evaluarla a campo empleando la prueba de
liberacion de yIFN. La hipétesis de partida fue que este
PPD podria mejorar el diagnéstico de la enfermedad
en nuestro pais.
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MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de un derivado proteico purificado de M. avium
subsp. paratuberculosis (PPDj-IB)

Se empled un protocolo descrito previamente (26), con
algunas modificaciones. Se proceso el cultivo de un aislamiento
local de MAP. Dicho aislamiento se obtuvo en el Laboratorio de
Bacteriologia, Departamento de Produccion Animal, EEA-INTA
Balcarce, y provenia de un bovino paratuberculoso de la raza
Aberdeen Angus, de la localidad de Dolores (provincia de
Buenos Aires). La identidad del aislamiento fue confirmada
amplificando la secuencia de insercién 1IS900 por PCR (6).
Asimismo, el aislamiento fue previamente tipificado en nuestro
laboratorio por la técnica de RFLP y clasificado segun el perfil
obtenido como «A», que es el patrén mas frecuente entre los
aislamientos estudiados en nuestro pais (21). La cepa fue
cultivada en medio sintético Middlebrook 7H9 (BD Difco, NJ,
EE.UU.) suplementado con 2 pg/ml de micobactina J (Allied
Monitor, Fayette, MO, EE.UU.), a 37 °C y 100 r.p.m. El cultivo
en fase estacionaria se autoclavé a 121 °C durante 3 h y se
filtré el lisado resultante con una unidad filtrante (Millipore,
Billerica, MA, EE.UU.). Se realizé una precipitaciéon acida de
proteinas con TCA 4 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.),
se resuspendio el precipitado en buffer fosfato salino (PBS) y
se lo dializé contra el mismo buffer empleando una membrana
de didlisis Spectra/Por"® de tamafo de exclusién de 6-8 kDa
(Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA, EE.UU.).
Se cuantificé la concentraciéon de proteinas empleando el kit
Micro BCA Protein Assay™® (Pierce, Rockford, IL, EE.UU.) y
se la ajusté a 0,3 mg/ml con PBS.

Animales estudiados

Se estudiaron 24 bovinos adultos de un tambo localizado en
la provincia de Buenos Aires. Este tambo presentaba animales
con sintomas clinicos caracteristicos de la enfermedad, como
pérdida de peso y diarrea acuosa, y ademas presentaba animales
positivos a la prueba serolégica de ELISA-PPA (antigeno
protoplasmatico aviar). Los andlisis histopatolégicos y el
aislamiento de la bacteria a partir de la materia fecal de dos
animales sacrificados confirmaron la presencia de la enferme-
dad en el establecimiento. Al momento del muestreo, se registré
el estado clinico de cada animal (diarrea, bajo peso, edema
submandibular), y se tomaron muestras de materia fecal del
recto (200 g) y de leche (300 ml) en contenedores estériles. Se
obtuvo sangre por venopuncién, con heparina 20 U/ml (Rivero,
CABA, Argentina) y sin esta, para los estudios inmunolégicos.
Los sueros empleados para el ELISA fueron obtenidos por
centrifugacién a 5000 x g, 10 min. Como grupo control se
muestrearon otros 24 bovinos adultos pertenecientes a dos
establecimientos lecheros de la misma provincia, sin historial
de prevalencia de la enfermedad y sin aislamiento de la bacteria
por cultivo de pools de materia fecal. En todos los casos, los
animales fueron seleccionados al azar y las muestras para los
distintos ensayos fueron tomadas el mismo dia.

Analisis serologico por ELISA

Los sueros de los animales fueron preadsorbidos durante 2 h
a temperatura ambiente con el mismo volumen de una suspen-
cién que contenia Mycobacterium phlei (0,4 % peso seco/v), y
luego analizados mediante un ELISA indirecto empleando el
antigeno comercial PPA (Allied Monitor, Fayette, MO, EE.UU.),
de acuerdo con el protocolo descrito previamente (23).
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Analisis bacteriolégico

Se realizaron extendidos con cada muestra de materia fecal
y se colorearon utilizando la técnica de Ziehl Neelsen. Diez
gramos de cada muestra de materia fecal y 150 ml de cada
muestra de leche se procesaron segun lo descrito (23). Se
inoculd6 la muestra resultante en medio de Herrold con 2 mg/l
de micobactina J (Allied Monitor, Fayette, MO, EE.UU.) o sin
esta. Los cultivos se observaron cada 15 dias durante 4 meses.
Se confirmé la identidad de las colonias desarrolladas por su
dependencia de micobactina y por PCR-1S900 (6).

Ensayo de liberacion de yIFN bovino

La inmunidad mediada por células se evalué utilizando el
enzimoinmunoensayo comercial para la detecciéon de yIFN
bovino Bovigam"® (CSL, Prionics, Argentina). La sangre fue
recolectada con heparina y procesada dentro de las 4 h de
realizada la toma de la muestra. El procedimiento de
estimulacion linfocitaria y el andlisis de los plasmas obtenidos
fueron realizados segun las indicaciones del fabricante. Se
evalué la respuesta de los animales frente a los antigenos
comerciales aviar (PPDa) (CSL, Prionics, Argentina) y bovino
(PPDb) (CSL, Prionics, Argentina), y frente al antigeno de MAP
(PPDj-IB) a la misma concentracion final (10 pg/ml). Se utilizé
el mismo volumen de PBS y de pockeweed mitogen (10 pg/ml)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) como controles por
cada animal; este ultimo es un inductor inespecifico de la
respuesta celular. La estimulacion de la sangre se realizé en
microplacas de 96 pocillos. Se incub6 toda la noche a 37 °C en
atmoésfera de CO,5 %. Posteriormente se separ6 el plasma
para la determinacion de la citoquina. La lectura de los resultados
se realizé en un espectrofotometro Titertek Multiskan Plus (ICN,
CA, EE.UU.) a 450 nm. Las muestras fueron procesadas por
duplicado. Se calculé el indice de densidad 6ptica (IDO) para
cada muestra como el cociente entre la DO / DO

antigeno’ PBS.
Punto de corte y analisis estadistico

Se estimaron los puntos de corte de los ensayos con cada
antigeno segun el método gaussiano, empleado anteriormente
en otros trabajos (12, 16). Se calculé el limite de confianza del
95 % a partir de los valores de IDO obtenidos para los animales
provenientes de los tambos libres de la enfermedad.

Todas las pruebas estadisticas se realizaron empleando el
programa MedCalc versién 9 (Mariakerke, Bélgica).

Andlisis antigénico de los PPD

Se analizé en los PPDj-IB y PPDa (CSL, Prionics, Argentina)
la presencia de los siguientes antigenos: LprG (lipoproteina G,
P22 en MAP o antigeno de 27 kDa o P27 en M. bovis), Lpp34
(lipoproteina de 34 kDa), ModD (alanine-proline rich-antigen
0 APA), Hsp70 (proteina de estrés térmico de 70 kDa o antigeno
de 70 kDa) y LAM (lipoarabinomano). A tal fin se empleé la
técnica de Western blot, para lo cual se sembraron 10 pg de
proteinas de cada PPD por calle en un gel de poliacrilamida de
15 cm. Luego de la transferencia a membrana de nitrocelulosa,
se detectaron los antigenos con una dilucién 1/100 de cada
antisuero especifico, todos obtenidos en ratén, a excepcion del
anti-LAM, que se obtuvo en conejo. Se emplearon como controles
los antigenos proteicos expresados en forma recombinante y
un extracto celular de la bacteria para el LAM. Se utilizé6 como
anticuerpo secundario un monoclonal anti-lgG anti-ratén o anti-
IgG anti-conejo (Sigma Aldrich, EE.UU.), segun el anticuerpo
primario utilizado, ambos conjugados a fosfatasa alcalina. Tanto
para la separacion electroforética como para la transferencia de
las proteinas a la membrana de nitrocelulosa y el immunoblotting,
se emplearon las condiciones ya descritas (10).



158

RESULTADOS

Respuesta de liberaciéon de yIFN
en establecimientos con PTB vy libres
de la enfermedad

La evaluacién de la liberacion de yIFN bovino
mediante el kit comercial BovigamM® contempla la
utilizacién de los antigenos PPDb y PPDa, comerciali-
zados por la misma empresa; a partir de los cuales se
estimula la liberaciéon de la citoquina en muestras de
sangre. En este trabajo comparamos dos PPD —uno
comercial y otro producido con una cepa local de
MAP (PPDj-IB)—en la respuesta de liberacién de yIFN
en animales de un tambo infectado con PTB y en
animales de dos establecimientos libres de la
enfermedad.

Se obtuvo una estimulacién positiva con el inductor
inespecifico de la respuesta celular (pockeweed
mitogen) en todos los animales (datos no mostrados).
Cuando se empled el PPDj-IB, se obtuvieron niveles
de liberacion de yIFN significativamente mayores en
los animales de los tambos infectados respecto de
los libres de la enfermedad (p = 0,0085) (Figura 1).
De acuerdo a lo esperado, lo mismo ocurrié cuando
se empled el PPDa (p = 0,0017). Del anélisis
comparativo de estos dos PPD en los animales del
tambo con PTB se concluyd que, aun cuando con el
PPDa hubo un animal con un valor muy alto de
estimulacion (IDO: 11,95), no existieron diferencias
significativas entre los niveles de estimulacion frente
a PPDj-IB y PPDa (p = 0,8081) (Figura 1). Se pudo
observar también que la respuesta celular de los
animales del tambo libre de la enfermedad no difirid
significativamente (p = 0,9854) tras estimular con
los distintos PPD.

Calculo del punto de corte para las pruebas de
liberacién de yIFN

Se establecieron los puntos de corte para cada
ensayo sobre la base de los valores de estimulacion
obtenidos en los rodeos control (libres de la enferme-
dad). Se asumio una distribucion normal de los datos
y se calcularon las medianas y los desvios estandar
(SD). El punto de corte se calculé6 como la mediana
mas 1,96 x SD de los indices de densidad 6ptica (IDO)
de los animales de los tambos control. Cuando se
empleé PPDa como antigeno, la mediana y el SD de
los IDO fueron 1,1496 y 0,3012, respectivamente, lo
que arroja un punto de corte de 1,74. Cuando se empled
PPDj-IB, estos valores, en igual orden, fueron 1,1483
y 0,2868, y el punto de corte fue de 1,71.
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Andlisis de resultados y categorizacion de los
animales

Los resultados de la prueba de liberacion de yIFN
junto con los resultados de las otras pruebas (cultivo,
Ziehl Neelsen y ELISA) y el estado general de cada
animal al momento del muestreo pueden observarse
en la Tabla 1. Sobre la base de los puntos de corte
para las pruebas de liberacion de yIFN, se determiné
el numero de animales reconocidos como positivos
por cada PPD.

Los animales fueron clasificados en distintas
categorias segun los criterios que se describen a
continuacién. Aquellos animales con cultivo positivo
(materia fecal y/o leche), como asi también aquellos
con Ziehl Neelsen positivo y serologia positiva, fueron
clasificados en la categoria de animales “eliminadores”.
Los que presentaron solamente serologia positiva
fueron clasificados como animales “sensibilizados”.
Los animales con sintomatologia compatible con PTB
(diarrea, bajo peso) y que a su vez tuvieron alguna
prueba diagndstica positiva fueron clasificados dentro
de la categoria de animales “sintomaticos”, mientras

p=0,8081

2.5} p =0,0085

2.0}

p=0,0017

1.5

IFN (IDO)

1.0}

0.5}

0.0}

PPDa PPDjIB

EZEH Animales de tambos libres
Animales del tambo con PTB

Figura 1. Respuesta de liberacién de yIFN por estimulacion
con PPDa y PPDj-IB.

Se muestran los valores de liberacién de yIFN (mediana) en
los animales de los tambos expuestos a MAP (n = 24) y de
tambos libres (control, n = 24). El valor se expresa como el
indice de densidad dptica a 450 nm entre el PPD y el control del
ensayo (IDO). Para las comparaciones de las medianas entre
los distintos grupos de animales, se empleé el test no
paramétrico Kruskall-Wallis (muestras no pareadas). Para las
comparaciones dentro de los grupos, se empled el test no
paramétrico de Wilcoxon (muestras pareadas). Las barras de
error representan el IC 95 % para la mediana. p < 0,05 son
diferencias significativas.
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Tabla 1. Resultados de las distintas pruebas y estatus sanitario de los animales evaluados en el tambo con paratuberculosis

Animal Sintomatologia ELISA ZN" Cultive®™ PPDa®) PPDjIB®) PPDb®) Animal PPDa®) PPDJIBE) PPDh)
(n=14) (muestra) (n=14)

1 . . . . 1,88 3,11 1,76 25 1,05 1,05

2 - + - . 11 1,01 1,05 26 1,08 1,07

3 - + + - 1,93 2,26 125 27 0,88 1,02

4 - + - . 1,58 1,88 1.3 28 1,15 12

5 - + + +(MF) 11,95 5,73 1,54 29 1,03 0,88

B } + + - 1,18 058 30 1,08 1,08

7 . + - - 1,78 2, 1,49 3 0,89 1,08

B - - - - 1,07 0, 0,58 32 087 1.0

9 - + - . 1,15 1, 1,08 33 1,17 1,05

10 - - - - 1,59 1, 1,08 34 1,06 1

14 - - - +L 2,25 2, 1,74 35 1,03 1,03

12 - + - . 0,35 1, 0,88 36 1,28 1,12

13 . . . . 1,02 0, 1,8 37 0,87 1,07

14 diarrea - - - 1,38 2, 137 38 1.0 1,02 0,88
15 - + - - 128 1,53 1,14 39 1,11 1 1,1

16 . . . . 1,08 1,07 1,07 40 1,1 1,34 1

17 - - - +{L/MF) 2,07 7.6 2,06 41 127 2,23 1,08
18 . . . y 1,08 128 0,87 42 0,89 1,02 1

19 bajo peso - - - 1,34 249 1,73 43 1 1,36 1,08
20 - + + . 1,58 1,38 1,2 44 1,08 1,13 11
21 - + + . 1,54 1,41 118 45 1.28 1 1,08
22 . - - - 0,82 0,82 1,08 45 247 0,95 125
Fi] . + - - 1,14 097 112 47 1,35 1,04 1,1

24 bajo peso + + +(MF) 1,51 1,43 137 43 1,06 1,05 1,04
Total+ 3724 13/24 6/24 4/24 6/24 5/24 414 Total + 1/24 1/24 0/24

Se resaltan en negrita los valores considerados positivos segun el punto de corte establecido para cada prueba; ™ Ziehl Neelsen

en extendidos de materia fecal; @ origen del aislamiento: MF, materia fecal; L, leche; © yIFN IDO= DO

que los que presentaron algun sintoma compatible
con la enfermedad, pero sin pruebas diagndsticas
concurrentes, fueron considerados “sintomaticos
sospechosos”. Finalmente, aquellos animales que
formaban parte del rodeo infectado con PTB, pero
que no presentaron sintomatologia al momento del
muestreo y resultaron negativos a todas las pruebas,
fueron considerados animales “expuestos”.

/DO

PPD’ PBS.

Los resultados de las pruebas de liberacién de yIFN
empleando los dos PPD en las distintas categorias
establecidas se muestran en la Tabla 2. La prueba
con PPDa reconocié al 25 % de los animales del
rodeo problema; cuando se empled PPDj-IB el
porcentaje de animales reconocidos fue de 33,33 %.
La diferencia estuvo restringida a la categoria de
animales “sintomaticos sospechosos”, ya que estos

Tabla 2. Resultados de la prueba de liberacion de yIFN y categorizacién de los
animales dentro del establecimiento con paratuberculosis

Animales PPDa+ PPDj-IB +
Sensibilizados™ 1/7 1/7
Eliminadores® 4/7 4/7
Sintomaticos sospechosos® 0/2 2/2
Sintomaticos 0/ 0/
Expuestos® 1/7 1/7
Total 6/24 8/24

(MSensibilizados: animales con serologia positiva Unicamente; @eliminadores: animales
no sintomaticos con cultivo positivo o Ziehl Neelsen positivo; ©sintomaticos
sospechosos: clinica con alguno o varios sintomas compatibles con PTB al momento
del muestreo, pero sin pruebas diagndsticas positivas; “expuestos: animales negativos

a todas las pruebas.
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animales (n = 2) solo fueron reconocidos por la prueba
con PPDj-IB, y uno de ellos por el PPDb (Tabla 1).
En los tambos libres de la enfermedad y en
concordancia con el punto de corte seleccionado, se
obtuvieron animales positivos con ambos PPD: uno
con PPDa y otro con PPDj-IB. Estos animales son
considerados reactores inespecificos y podrian estar
sensibilizados con bacterias ambientales.

Correlacion entre las pruebas de liberacion
de yIFN

La respuesta de la mayoria de los animales del tambo
problema mantuvo la misma relacion frente a ambos
PPD, con una correlacidon positiva (rho = 0,761; p =
0,0003) (Figura 2). Es interesante mencionar que la
respuesta individual de algunos de los animales fue
distinta frente a los PPD evaluados. El animal 17 fue
un animal eliminador, tanto por materia fecal como por
leche, y fue positivo por ambas pruebas. Sin embargo,
los niveles de estimulacion obtenidos con PPDj-I1B
fueron 3,7 veces superiores a los obtenidos con PPDa
como antigeno inductor de la prueba. El animal 5,
eliminador por materia fecal, representa el caso opuesto,
con un indice de estimulacion 2 veces mayor con PPDa
respecto del obtenido con PPDj-IB (Tabla 1).
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No se obtuvo correlacion entre la respuesta celular
evaluada con los distintos antigenos y los niveles
de respuesta humoral de los animales (resultados
no mostrados).

Andlisis antigénico de los PPD

Se realiz6é un ensayo de Western blot para identificar
distintos antigenos en los PPD. Considerando que los
sueros hiperinmunes especificos empleados para la
deteccion de los distintos antigenos reconocen por
igual a los ortélogos en ambas subespecies (resulta-
dos no mostrados), pudimos observar diferencias en
la concentracion de algunos antigenos presentes en
las PPD. La concentracion de LAM fue superior en
PPDj-1B. Por otro lado, el antigeno Apa/ModD se
encontrd en grandes cantidades en el PPDa (Figura 3).
Otros antigenos como LprG, Hsp70y Lpp24 estuvieron
igualmente representados en ambos PPD. La
saturacion de la sefal en los controles positivos se
debe a los largos tiempos de revelado necesarios para
la visualizacién de la sefal en alguno de los PPD.

El andlisis de la presencia de distintos antigenos
por Western blot demostrd que, pese a evaluarse
antigenos conservados en ambas subespecies, la
composicion antigénica de estos PPD es diferencial.
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Figura 2. Andlisis de correlacion entre la respuesta celular frente a PPDj-IB y PPDa. Se muestran los valores de IDO450 nm para
cada animal empleando los dos PPD. El valor rho calculado mediante la correlacién por ranking de Spearman fue r = 0,761 (p =

0,0003) para los animales del tambo con PTB.
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Figura 3. Analisis por Western blot de algunos de los antigenos componentes de PPDj-IB y de PPDa. Presencia diferencial de
antigenos en los PPD. Se indica con “>” el tamafo esperado de la molécula estudiada. C+: proteina recombinante para LprG y
APA/ModD; extracto de M. avium subsp. paratuberculosis para LAM.

DISCUSION

Las tuberculinas que se encuentran ampliamente
disponibles en el mercado son el PPDb, elaborado
con la cepa AN5 de Mycobacterium bovis, y el PPDa,
elaborado con la cepa D4-ER de M. avium subsp.
avium. Son escasos los informes de la utilizacion de
PPD producido a partir de una cepa de M. avium
subsp. paratuberculosis, o PPDj (johnina), y también
son pocos los trabajos donde se compara la eficacia
de los PPDa y PPD;j.

Jungersen et al. (16) realizaron un estudio
empleando el PPDa (Biocor) y un PPD de produccién
local a partir de un aislamiento de MAP denominado
“Promise”. En ese estudio tuvieron una sensibilidad
menor cuando estimularon con PPDj. Sin embargo,
este ultimo habia sido preparado en el afio 1975y se
conservo liofilizado durante al menos 20 afios hasta
su utilizacion. Por otro lado, Koets et al. (17)
emplearon dos PPD producidos a partir de la cepa
3+5/C de MAP (que denominaron PPDp) y la cepa
de referencia M. avium subsp. avium D4 en un ensayo
de proliferacion celular in vitro. En este trabajo
obtuvieron una respuesta significativamente mayor
cuando estimularon con PPDp.

En estudios previos de nuestro laboratorio en los
que se practicé la prueba de yIFN en animales
infectados con MAP, hemos observado que los

niveles de respuesta obtenidos con el antigeno aviar
fueron frecuentemente menores que los comunicados
en la bibliografia (datos no publicados). Por otro lado,
se ha descrito que la utilizacién de un antigeno
preparado a partir de una cepa de MAP indigena
mejord la sensibilidad del diagndstico seroldgico de
PTB caprina en India (27). Estas evidencias nos
llevaron a preguntarnos si las cepas predominantes
en nuestro pais tendrian un repertorio antigénico
diferente del que exhiben las cepas que circulan en
otros paises.

En un estudio de tipificacion molecular (IS900-
RFLP) realizado en animales provenientes de la
provincia de Buenos Aires, se describieron cuatro
patrones circulantes, uno de los cuales (denominado
“A”) agrupod al 75 % de los aislamientos (21). Mientras
que dicho patréon es muy poco frecuente en Europa,
los tres patrones restantes no se encontraban
descritos en el viejo continente. Por este motivo, en
este trabajo elaboramos un derivado proteico
purificado (PPDj-1B) a partir de un aislamiento
regional de M. avium subsp. paratuberculosis (patron
A) mediante un protocolo adaptado al laboratorio.

La infeccién por MAP es cronica y puede producir
distintos efectos adversos en distintos tiempos del
periodo de incubacion. La eliminacién del bacilo por
materia fecal es intermitente. El cultivo es costoso,
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requiere de especializacion y su resultado puede
demorar semanas o meses. Ademas, la descripcion
reciente de que algunos animales de granjas pueden
comportarse como “supereliminadores” de la bacteria
(10*-10” MAP/ g de heces), sin que necesariamente
se encuentren infectados (“eliminadores pasivos”)
(30), hace que la prueba de cultivo a partir de materia
fecal, por lo general empleada como estandar de
referencia, aparezca al menos como limitada y sean
necesarios otros tipos de analisis (25). Dos revisiones
recientes reflejan la complejidad de la evaluacion de
las pruebas diagndsticas en infecciones crénicas
como la PTB, y establecen criterios estandarizados
para su analisis e informe (8, 22).

Debido a que el numero de animales muestreados
en el presente estudio fue limitado, no se determind la
sensibilidad y especificidad de las pruebas de yIFN
empleadas y deberia validarse la PPDj-IB en un
ndmero mayor de animales. Sin embargo, se pudieron
realizar valiosas observaciones. De acuerdo con los
resultados obtenidos en el tambo problema, los dos
PPD identificaron como reactores positivos a los
mismos animales, con excepcion de dos de ellos,
unicamente reconocidos por la prueba que empled la
PPDj-IB. Estos animales resultaron negativos en las
pruebas complementarias ensayadas (cultivo, ELISA,
Ziehl Neelsen) y unicamente presentaron un bajo peso
corporal, sin registro de diarrea al momento del muestreo,
por lo que fueron clasificados como animales
sintomaticos sospechosos. Es interesante mencionar
que uno de estos animales (animal 14) habia resultado
positivo a la prueba de ELISA en un muestreo realizado
un aho antes, por lo que puede considerarse que este
es un animal infectado y que el resultado del ELISA
observado en el presente estudio se deba a
fluctuaciones de la respuesta humoral del animal. En
este caso, la estimulacion de la liberacion de yIFN por
uno solo de los PPD se explicaria por la presencia de
antigenos diferenciales o en distinta concentracion.
Asimismo, se observd en algunos animales una
respuesta diferencial en los niveles de citoquinas produ-
cidos. Es de esperar que la respuesta diferencial de
estos animales sea también consecuencia de la
presencia de antigenos especificos de cada sub-
especie, o de la distinta concentracién de antigenos
micobacterianos conservados.

En este trabajo analizamos un panel de cinco
antigenos conservados en micobacterias y observamos
diferencias de concentracion en dos de ellos. Uno fue
el LAM, que es un componente esencial de la pared
celular de las micobacterias. Se encontré que el LAM
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estuvo representado en mayor proporcién en la
mezcla PPDj-IB respecto del PPDa. La presencia de
otros antigenos, como APA-ModD (antigeno gluco-
proteico, principalmente secretado), también fue
diferencial: en este caso, dicho antigeno fue mas
abundante en el PPDa comercial. Sin embargo, se
ha descrito que este antigeno no es buen inductor
de la respuesta celular en muchos de los animales
evaluados (10).

Cabe mencionar que distintas condiciones de cultivo
(como el medio empleado, la aireacién y el tiempo de
crecimiento) pueden modificar la expresion de algunos
antigenos. Pudimos observar que algunos animales
sanos de los tambos no infectados presentaron valores
de estimulacién significativos con ambos PPD. Esta
respuesta de estimulacion frente a PPD en animales
no infectados ya ha sido comunicada previamente (16).
Dada la condicion de los tambos empleados como
control en nuestro estudio, donde no se registra la
enfermedad en un periodo de al menos diez anos,
donde no hay reposiciéon de animales desde otros
establecimientos y donde tampoco se aislé la bacteria
por cultivo de materia fecal, consideramos que esta
reaccion es consecuencia de reacciones cruzadas con
las micobacterias saprdfitas que estan en contacto
con los animales.

El antigeno PPD (bovino o aviar) comercializado
y utilizado para la intradermorreacciéon en Argentina
contiene agentes preservantes como el fenol, que
impide su utilizaciéon en ensayos in vitro (liberacion
de yIFN, linfoproliferacion), consecuentemente, no
resulta facil recurrir a estas técnicas diagndsticas.
La implementacion del PPDj-IB preparado a partir de
un aislamiento de campo de MAP de Argentina nos
permitié demostrar que si bien los niveles de estimula-
cion logrados no difieren significativamente de los
obtenidos con el PPDa comercial en la prueba de
liberacion de yIFN, su empleo permitiria la identifica-
cién de algunos animales no detectados con el
antigeno convencional. Asimismo, mediante un
protocolo facilmente reproducible en el laboratorio,
se pudo obtener un PPD que resultd apta para este
tipo de ensayo. Finalmente, consideramos util
profundizar los estudios orientados a la produccion
optimizada de PPD a partir de cepas locales y su
evaluacion, ya que estas tienen la potencialidad de
ser herramientas mas efectivas para el control de
las infecciones micobacterianas en nuestro pais.
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