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L ipoar abinomanano (LAM) de Mycobacterium spp.
Respuestainmuneinducidaen terneros

JOLLY,A.;; COLAVECCHIA, S%; JAR,A.; FERNANDEZ, E.%
BERNARDELLI,A.3; MUNDOS!

RESUMEN

La paratuberculosis es una enfermedad que afecta al ganado vacuno cuyo agente etiol 6gico
es el Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis. EI LAM es € principal componente
antigénico de superficie de las micobacterias, y se lo considera de relevancia en la patogenia de
las enfermedades que éstas causan.

Un extracto enriquecido en LAM fue obtenido a partir de un cultivo de Mycobacterium
spp. y empleado parainocular terneros. Se evalud en ellos larespuestainmune humoral y celular
inducida por lavacunacion. Los resultados de este estudio demuestran que el extracto enriquecido
en LAM resulté ser inmunogénico en todos los animales inoculados, obteniéndose titulos
considerables de anticuerpos especificos, sin generar falsos positivos a la prueba de
intradermorreaccién con el derivado proteico purificado utilizado para el diagnéstico de la
tuberculosis bovina. Estos hallazgos justifican continuar el trabajo en esta linea intentando
finalmente establecer si el LAM es un candidato potencial para la elaboracién de una vacuna a
subunidades contra la paratuberculosis bovina.
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SUMMARY

Paratuberculosis is a chronic enteric disease affecting cattle. The causative agent is
Mycaobacterium avium subspecies paratuberculosis. LAM is the main antigenic component of
mycobacterial surface, and it is considered a key virulence factor involved in its pathogenicity.
A LAM-enriched extract obtained from a culture of Mycobacterium spp. was prepared with
incomplete Freund’s adjuvant for calves inoculation. Specific antibodies response and delayed-
type hypersensitivity to intradermal injection of purified protein derivative antigen (PPD) from
Mycobacterium bovis were then evaluated in inoculated animals. Our results demonstrate that
anti-LAM antibodies can be successfully obtained in calves immunized with LAM-enriched
extract, without generating cross-reaction with PPD of M. bovis. This work could represent the
initial step in order to determine the relevance of LAM as a potential candidate for elaborating

a subunit vaccine against bovine paratuberculosis.
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INTRODUCCION

La paratuberculosis, causada por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(Map), se caracteriza por producir una enteritis
granulomatosa crénica en rumiantest®,

El LAM, de naturaleza glicolipidica, es €
principa componente antigénico de superficie
de las micobacterias y se lo considera capaz de
gjercer un efecto inmunomodulador sobre
componentes de la respuesta inmune. Esto
establece su importancia en la patogenia de las
enfermedades micobacterianas. El patron
estructural de este compuesto se mantiene
conservado en las diferentes especies del
género, existiendo grados variables de
antigenicidad cruzada entre los LAMs de
micobacterias distintas® %2,

Si hien durante mucho tiempo se considerd
que la inmunidad celular predominaba en los
estadios tempranos de la enfermedad y que
recién en estadios avanzados era detectable una
respuesta humoral aunque no protectiva-*®, hoy
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esta teoria es controvertida y se enuncia que
ciertos anticuerpos (como los especificos
contra LAM) pueden tener un efecto protector
tanto en esta como en otras enfermedades
micobacterianas® * 11 16,

En este contexto, se plantean como
objetivos de este trabajo la obtencién de un
extracto glicolipidico enriquecido en LAM, a
partir del somatotal de M. avium subsp. avium
(Maa) y la evauacion de la respuesta inmune
desarrollada en terneros luego de la
inmunizacion con dicho extracto. Este trabgjo
constituye el primer paso en el intento de
establecer si los anticuerpos especificos
generados pueden influenciar € curso de la
infeccion en bovinos.

MATERIALESY METODOS

Obtencion del extracto glicolipidico
enriquecido en LAM

El LAM se obtuvo a partir del cultivo de
Maa (cepa R4) en Medio Dorset-Herley a 37°C
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durante 3 meses. El cultivo se inactivo luego
utilizando vapor fluente. Para la posterior
extraccion de LAM se empled el protocolo
propuesto por Hamasur y col. (1999)”. Como
resultado del procedimiento se obtuvieron dos
extractos, uno conteniendo Maa sonicadas
(extracto S) y otro final, conteniendo LAM
(extracto L).

Caracterizacion de los extractos obtenidos

La cuantificacion de hidratos de carbono y
proteinas de ambos extractos se evalud mediante
los métodos de fenol - acido sulfdrico* y de
Bradford® respectivamente.

La composicion de las fracciones se
analiz6 por electroforesis (SDS-PAGE) en
gelesdepoliacrilamidaa 10%. Las condiciones
de corrida fueron: 2 hs. a 100 V. Luego de la
fijacion de los geles, se recurrié a la tincion
azul de Coomasie para la identificacion de
proteinasy alatincién argénticamodificadapara
laidentificacion de hidratos de carbonc®. Como
LAM testigo se incluyé en nuestros
experimentos el extracto de LAM de M.
tuberculosis, gentilmente cedido por € Dr. J.
Belide, Universidad de Colorado, Fort Collins,
CO, USA.

La caracterizacion antigénica se realizé
mediante un Enzimoinmunoensayo (ELISA)
empleando un anticuerpo monoclonal anti-LAM
de M. tuberculosis (Mab ¢s-40, anti-ErdLAM,
gentilmente cedido por el Dr. J. Belisle,
Universidad de Colorado, Fort Collins, CO,
USA). Brevemente, se sensibilizé una placa de
96 hoyos con los distintos extractos (Sy L) a
una concentracion de 13 mg/ml de hidratos de
carbono en buffer carbonato 0,05M pH 9,6;
durante 16 horas a temperatura ambiente. El
LAM de M. tuberculosis se utiliz6 como
control positivo. Luego de los lavados y el
blogueo con PBS-leche descremada a 10%, el
Mab ¢s-40 se agreg6 en una dilucion 1/250 y
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se incub6 1h a 37°C. El sistema de revelado
empleado fue wun anticuerpo anti-
inmunoglobulinas de ratén conjugado con
peroxidasa (KPL), a una dilucién de 1/500,
usando ortofenildietilamina (OPD) como
sustrato (Img/ml en buffer citrato-fosfato).

Inmunizacion de terneros

Se trabajé con un grupo de 9 terneros
mestizos (machos y hembras) de
aproximadamente 3 meses de edad al momento
de la primera inmunizacion. Estos animales
provenian de un rodeo libre de tuberculosis y
paratuberculosis y se mantuvieron durante todo
el experimento bajo iguales condiciones
ambientales y de mangjo en € establecimiento
Los Peatricios, perteneciente a la Universidad
de Buenos Aires.

Los animales se dividieron en 3 grupos de
3individuos cadauno designados d azar: grupo
S, inmunizado con Maa sonicadas (extracto S);
grupo L, inmunizado con extracto enriquecido
en LAM (extracto L); grupo control: no
inmunizado. Cada ternero recibio 2 dosis de 2
mg de hidratos de carbono del antigeno
formulado en suspensién con PBS vy
emulsionado con adyuvante de Freund
incompleto por via subcuténea en la tabla del
cuello, a dia 0y a dia 35. Se extrajeron
muestras de sangre alos dias 0 y 60. Todos los
animal es empleados en este experimento fueron
manejados respetando |os principios de bioética
vigentes en la Facultad de Ciencias Veterinarias
dela Universidad de Buenos Aires.

Evaluacién de la respuesta inmune
humoral frentea LAM por ELISA

Se utilizaron placas de 96 hoyos
sensibilizadas con el extracto L, siguiendo la
metodologia descripta previamente. Los sueros
de los terneros se evaluaron en diluciones 1/
50, 1/250 y 1/1000. El sistema de revelado
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empleado fue wun anticuerpo anti-
inmunoglobulinas bovinas conjugado con
peroxidasa (KPL) en una dilucion 1/300. Para
la interpretacion de los valores obtenidos se
calculé el valor de corte para cada dilucion
como la densidad optica promedio del grupo
control mas 2 desvios estandares.

Deteccion de hipersensibilidad celular
frente a Mycobacterium bovis

Con el proposito de evaluar s |os extractos
inoculados producen hipersensibilidad frente a
M. bovis, todos los animales empleados en €
experimento  fueron  sometidos a
intradermorreaccion con e Derivado Proteico
Purificado (PPD) de dicho patdégeno. La prueba
se llevd a cabo el dia 60. Siguiendo las
condiciones estandarizadas por e SENASA, se
inocul6 0,1ml de tuberculina bovina
(concentracion Img/ml) en € pliegue ano-caudal
interno, midiendo e grosor del mismo con un
caibre en forma previa alainoculaciény 72 h
después. Se consideré como animal reactivo a
aquél con un aumento del grosor de 3 mm o més
entre la primeray la segunda medicion.

RESULTADOS

Rendimiento y caracterizacién de los
extractos obtenidos

A partir del procesamiento de 5 g de
extracto himedo de bacterias se obtuvieron 105
myg totales de hidratos de carbono en lafraccién
L. Mediante este procedimiento se logré una
disminucién del contenido en proteinas del
95.3% (Tabla 1).

La composicion de los extractos obtenidos
s muestraen e SDS-PAGE delaFigural. La
banda de mayor concentracién observada en la
cale 2 coincide con € patrén de migracion del
LAM testigo. Otras bandas visudizadas en esta
calle pueden corresponder a la presencia de
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lipomananos y mandsidos de fosfatidilinosital,
seglin Hamasur y col. (1999)7.

Unaréplicade este gd setifi6 con colorante
Azul de Coomassie sin que se pudiesen detectar
trazas proteicas (resultado no mostrado).

Los resultados de las pruebas de ELISA
empleando un anticuerpo monoclonal anti-LAM
permitieron confirmar la presencia de LAM
tanto en e extracto L como en @ S (Tabla 2).

Respuesta inmune en terneros

L os terneros inmunizados con |os extractos
Sy L presentaron titulos de anticuerpos
especificos frente a LAM superiores a 10°
evaluados por ELISA. La evaluacién de la
inmunidad celular por intradermoreaccion
frente a PPD s6lo pudo ser detectada en el
grupo S (Tabla 3).

DISCUSION

La obtencién de LAM como antigeno de
micobacterias para evaluar la respuestainmune
frente a paratuberculosis se redliz0 a partir de
Mycobacterium avium subsp. avium. La
utilizacion del Maase fundamentd en que existe
un ato grado de homologia genémica entre
ambos patégenos y € Maa posee una mayor
velocidad de crecimiento in vitro comparado
con € Map? El procedimiento empleado para
la extracciéon de LAM permitié obtener
rendimientos comparables a los publicados por
Hamasur y col. (1999).

Los resultados de la cuantificacion de
proteinas muestran una reduccién considerable
delasmismasen € extracto L. Estos resultados
son congruentes con la ausencia de deteccion
de hipersensibilidad celular frente al extracto
proteico purificado (PPD) de M. bovis en los
animales inmunizados con € LAM.

Lasvacunas actua mente disponiblescontra
la paratuberculosis reducen el impacto de la
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Tabla 1. Rendimiento de la extraccién de hidratos de carbono de los extractos de M. avium

subsp. avium.
Extracto Carbohidratos (mg totales)| Proteinas (mg totales) | Proteinas/Carbohidratos (%)
S 640 46.75 7.30
L 105 0.36 0.34

Tabla 2. Identificacion por ELISA del LAM presente en |os extractos de M. avium subsp. avium.

Extracto S

Extracto L

Control Pos.

Control Neg.

Densidad
Optica

1.578 £ 0.081

0.756 + 0.052

1.006 + 0.016

0.053 + 0.014

Tabla 3. Evaluacion de la respuesta inmune inducida en terneros por la vacunacién con LAM

Respuesta inmune humoral PPD

Grupo Dia 0? Dia 607 p Animales reactivos
S 0.127 + 0.011 3.130 + 0.040 0.002* 3/3
L 0.196 + 0.050 1.370 £ 0.610 0.032* 0/3
Control 0.113 £+ 0.009 0.128 + 0.003 0.087 0/3

3 osvalores se encuentran expresados como €l valor promedio de densidad 6ptica+ desvio estandar, obtenidos
por ELISA especificoaLAM. * pd» 0,05, evaluado mediantelapruebat de Student paramuestras apareadas.

40kDa —»

20kDa —p

Figura 1. Composicion en hidratos de carbono del extracto L.

SDS-PAGE a 10% revelado con tincién argénticamodificada para hidratos de carbono.

Callel: LAM de M. tuberculosis testigo; Calle 2: extracto L de M. avium subsp. avium..
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enfermedad, pero no producen una inmunidad
protectora en e 100% de la poblacién y son
potencialmente inductoras de hipersensibilidad
celular frente a M. bovis'?. En Argentina, donde
latuberculosis presenta una alta prevalencia en
el ganado bovino, se impone la necesidad de
implementar medidas preventivas contra la
paratuberculosis que no interfieran con los
métodos empleados de rutina para el
diagnostico y control de latuberculosis bovina.
Los resultados obtenidos en este trabajo
demuestran que la inmunizacion con LAM
induce una respuesta humoral especifica sin
desencadenar unareaccién de hipersensibilidad
frenteaPPD bovina, fenémeno end que sebasa
el diagndstico de la tuberculosis.

Resta analizar el potencial de estos
anticuerpos en la prevencion de la infeccion,
en el camino de establecer si es el LAM un
candidato posible para la formulacion de una
vacuna a subunidades efectiva contra la
paratuberculosis bovina.

CONCLUSIONES

El procedimiento empleado para la
extraccion de LAM permitié concentrar la
cantidad de hidratos de carbono, reduciendo
considerablemente el porcentagje de proteinas.
La identidad antigénica del extracto L fue
confirmada empleando un anticuerpo
monoclonal anti-LAM. Todos los terneros
vacunados con el extracto L desarrollaron
anticuerpos especificos contra LAM en titulos
superiores a 10°® detectados por ELISA,
mientras que en ninguno se detecto reactividad
frente a PPD in vivo.
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