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RESUMEN

La paratuberculosis es una enfermedad granulomatosa cronica intestinal, causada por Mycobacterium
avinm subespecie paratuberculosis, que afecta a los rumiantes. El objetivo del trabajo fue caracterizar
la respuesta inmune humoral sistémica y local de bovinos infectados. Se estudiaron once bovinos,
seis infectados (asintomadticos, sintomaticos y terminales) y cinco controles. Se determinaron
los niveles de inmunoglobulinas totales y se cuantificaron los subisotipos de IgG especificos a
paratuberculosis en suero y materia fecal por ELISA. Los niveles de inmunoglobulinas totales en
sueros fueron similares. Sin embargo, se evidenciaron aumentos significativos de IgM e IgG totales,
e IgG-especifica en materia fecal de los sintomaticos. La IgG1 especifica fue predominante en
sueros de bovinos sintomaticos y terminales. La IgG3 fue la inmunoglobulina especifica de mayor
cantidad detectada tanto en suero como en materia fecal de los asintomaticos. Nuestros resultados
muestran que la infecciéon no afecta la produccién de inmunoglobulinas totales. El aumento de
inmunoglobulinas en materia fecal podrtia relacionarse con la lesién de la mucosa intestinal. El
predominio de IgG1 se corresponde con el cambio de perfil a Th2 en el periodo sintomatico. El
hallazgo de incrementos de IgG3 especifica en asintomaticos sugiere el estudio de este isotipo para

poder mejorar su identificacion.
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SUMMARY

Paratuberculosis, caused by Mycobacterium aviun subspecies paratuberculosis, is a chronic granulomatous
enteric disease affecting ruminants. Our aim was to characterize systemic and local humoral responses
of infected cows. Eleven cows were studied: six naturally infected (asymptomatic, symptomatic
and terminal) and five control. Total IgM and IgG and paratuberculosis-specific IgG subisotypes,
from feces and serum, were assessed by ELISA. No differences were detected on the levels of
total immunoglobulins in sera. Symptomatic cows showed significative higher level of totals IgM
and IgG, and specific-IgG in feces. IgG1 was the highest from sera of symptomatic and terminal.
IgG3 was the highest specific immunoglobulin in sera and feces of asymptomatic. Our results
showed total immunoglobulins levels in serum are not modified by the infection. The increment of
immunoglobulins in feces could be caused by the lesions of intestinal mucosa. The predominance

of IgG1 in symptomatic period is related to the change toward Th2 profile. The use of anti-IgG3

could improve the identification of asymptomatic cows.
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INTRODUCCION

La paratuberculosis es una patologia
crénica intestinal que afecta a los rumiantes y
es causada por el Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map)'°. La enfermedad causa
notables pérdidas econémicas en la produccién
agropecuaria'’ .

La infeccién se produce por ingestién de
calostro, leche o materia fecal de animales
eliminadores de bacterias.

Los animales infectados atraviesan un largo
estadio subclinico durante el cual eliminan
pequenas cantidades de Map por leche y heces
en forma intermitente. Su identificacién es
dificultosa, se utilizan principalmente kits
que evaltan la produccién de inteferén
gamma por linfocitos en cultivo®. En algunos
bovinos, por causas todavia inciertas, la forma
subclinica avanza hacia el periodo clinico,
que se caracteriza por la aparicién de diarrea
profusa, mala absorcién de nutrientes y
pérdidas de proteinas. En ese momento hay
un cambio de perfil de la respuesta inmune
de Th1 (celular) a Th2 (humoral)*7, lo que
conlleva a un aumento de inmunoglobulinas
(Ig) circulantes facilitando el diagnédstico
serolégico de la enfermedad.

En la especie bovina, al perfil Thl se
lo relaciona con las IgM e IgG2, mientras
que al Th2 se lo asocia con IgG1 e IgA®. Sin

embargo, el papel funcional de los isotipos de
anticuerpos (Ac) atin no ha sido totalmente
dilucidado. Se describe al isotipo IgG1 como
critico para bloquear bacterias y toxinas en
el sitio de infeccidn, y al IgG2 se lo relaciona
principalmente con el incremento de la
fagocitosis mediada por neutréfilos frente a las
infecciones bacterianas agudas.

El papel de los Ac en la proteccién frente a
micobacterias ha sido reevaluado, demostrando
que los Ac juegan un rol importante en la
respuesta inmune frente a micobacterias®!'?4,
Nuestro grupo ha demostrado un incremento
en la asociacién del Map con la célula blanco
de la infeccién (el macréfago bovino) luego de
la opsonizacién con IgG1 especifica frente a la
bacteria entera o a la proteina p34 recombinante.
Ademds, se detecté un incremento en la
activacion celular y la formacién del granuloma'”.

En este contexto, se plantean como objetivos
del presente trabajo la evaluacién de la respuesta
inmune humoral local y sistémica de bovinos en
distintos estadios de paratuberculosis.

MATERIALES Y METODOS

Animales y muestras

Se estudiaron 11 bovinos adultos:
6 provenientes de rodeos infectados con
paratuberculosis y 5 bovinos controles (C)
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provenientes de campos libres de paratuberculosis
y tuberculosis de la provincia de Buenos Aires.
De cada bovino se obtuvo 10 ml de sangre sin
anticoagulante y materia fecal (MF). El suero se
fracciond y congel6 a -20°C hasta el momento
de utilizacién. Las MFs fueron fraccionadas para
realizar el cultivo y los ELISAs (se homogenizé
10 gr de MF y 10 ml de PBS Tween 20 al 0,05%,
se centrifugaron varias veces a fin de obtener
las muestras lo mds limpida posible”. Luego
fueron fraccionadas y congeladas a -20°C hasta
el momento de uso).

Los bovinos fueron clasificados segun:
rodeo de origen; presencia de signos cldsicos
de la enfermedad; niveles de proteinas séricas
(evaluados por refractometria); deteccién de
anticuerpos especificos en sueros frente al Antigeno
Protoplasmdtico de Map (PPA); aislamiento e
identificacién de Map a partir de materia fecal.

Deteccidn de anticuerpos especificos en
sueros frente al PPA por ELISA

Se utilizaron placas de 96 hoyos sensibilizadas
con 2pg/hoyo PPA (Allied Monitor Inc.,
Missouri, USA). Para evitar reacciones cruzadas
con otras micobacterias, se pre-adsorbieron
los sueros con Mycobacterium phlei (M. phlei)
inactivada por calor (crecida en nuestro
laboratorio). El sistema de revelado empleado
fue un anticuerpo anti-IgG bovina en conejo
conjugado a peroxidasa (Cappel, Fountain,
USA) (anti-IgG-HRP). Para interpretar los
valores de densidad Sptica (DO) obtenidos
se calculd el valor de corte (VC) sumando al
promedio de los sueros controles negativos, dos
desvios estdndares. A partir de los resultados se
clasificé cada suero como: negativo (menor al
VC), sospechoso (con densidades Spticas entre el

VCy 1,5 el VC) y positivo (mayor a 1,5 el VC).

Aislamiento e identificacion de Map a
partir de materia fecal

Se cultivé la MF de los bovinos problema
en medio Herrold con huevo, piruvato y
micobactina (Allied Monitor Inc., Missouri,

USA), a fin de confirmar el diagndstico''¢.

Se observaron todos los cultivos una vez por
semana durante 18 semanas. En aquellos casos
que crecieron colonias de bacterias con las
caracteristicas esperadas, se identificé el 1S900
por PCR’. Para ello se utilizaron las secuencias
de primers disefiadas por Mundo'® y Collins’.
Map ATCC 19698 y M. phlei ATCC 11758

fueron utilizadas como cepas controles.

Produccion de I[gG3 bovina
recombinante

Para obtener la IgG3 bovina recombinante
(IgG3r) se cultivaron® las E. coli BL21 pLysS
transformadas con un pldsmido obtenido en
nuestro laboratorio'. Se realizé la purificacién
parcial de las proteinas a través de una columna de
Niquel (His*Bind® Resin, Novagen, Darmstadt,
Germany). Posteriormente se realizé la didlisis
de las proteinas purificadas. Las bacterias E. coli
BL2] (BL21-pRSET A) transformadas con el
pldsmido pRSET A sin inserto fueron procesadas
y denominadas como extracto de E. coli (EEc).

Caracterizacion de los anti-isotipos de
IgG.

Para el estudio de IgG1 e IgG2 se utilizaron
reactivos comerciales: anti-IgG1 bovina
en ovino conjugado a peroxidasa (Bethyl
inc., Montgomery, USA), anti-IgG2 bovina
monoclonal en ratén (Sigma-Aldrich Co.,
USA.), anti-IgG de ratén conjugado a peroxidasa
(Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.,
Pennsylvania, USA). Mientras que para evaluar
la IgG3 se utilizd el suero de conejo anti-IgG3r
obtenido previamente en nuestro laboratorio',
y el anti-IgG de conejo en cabra conjugado a
peroxidasa (Kirkegaard & Perry Laboratorios,
inc. Maryland, USA).

El suero de conejo anti-IgG3r fue pre-
adsorbido con BL21-pRSET A en medio liquido
sconm d€ 2) y EEc en medio
sélido (en placas de 96 hoyos) con el fin de

(a unadensidad éptica

disminuir la cantidad de Ac anti-F.coli.

La determinacién de las reacciones cruzadas
se realizé por Inmunoblot y ELISA, utilizando
los patrones comerciales IgG1 e IgG2 (Bethyl
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inc., Montgomery, USA), IgG3r, suero de un

bovino normal y EEc.

Isotipos de inmunoglobulinas por

ELISA

Niveles de Igs totales. Se sensibilizaron
hoyos con 50pl de los sueros diluidos 1/6000
(IgM) y 1/20000 (IgG), y de las MFs sin diluir
(IgM) y 1/100 (IgG). Se utilizaron los siguientes
Ac conjugados a peroxidasa: anti-IgM bovina
en ovino (Bethyl inc., Montgomery, USA) y
anti-IgG-HRP.

Niveles de Igs especificas a Map. Los hoyos
fueron sensibilizados con una cepa de referencia
de origen bovino totalmente caracterizada y
secuenciada denominada K10 (gentilmente
cedida por el Dr. Raul Barletta). Esta cepa se
cultivé en medio 7H9 liquido y fue inactivada
por calor en nuestro laboratorio. Se utilizaron

50pl de K10 a una DO__ de 0,4.

660nm

Andlisis Estadistico

Para analizar los resultados se utilizé el
software estadfstico Stastistix 8.0 (Analitical
Software, Tallahasee, USA). Para la comparacién
de los niveles (DO) o cantidad de isotipos (pg/
ml) entre grupos, se realizé el andlisis de varianza
(ANOVA). Los niveles de significacién fueron
fijados en un 5%. Se determind la homogeneidad
de varianza y se realizé el Test de Dunet como

andlisis post:ANOVA.

RESULTADOS

Clasificacion de los grupos de animales
infectados

El origen, sinologfa y los resultados de niveles
de proteinas séricas, de reactividad frente a PPA
en suero y el aislamiento e identificacién de Map
en materia fecal se muestran en la Tabla 1. Estos
resultados permitieron clasificar a este grupo
en infectados asintomdticos (IA), infectados
sintomdticos (IS) e infectados terminales (IT').

Produccion de IlgG3r y caracterizacion
de los anti-isotipos de IgG bovinos

La purificacién permitié obtener la IgG3r
acompanada de una pequefia cantidad de
proteinas contaminantes provenientes de la £. coli
(Figura 1A). La pre-adsorcién del suero de conejo
anti-IgG3r disminuyé notablemente la cantidad
de Ac anti-E. coli (Figura 1B). La evaluacién
del reconocimiento de E. coli por el anti-IgG3r
mediante ELISA demostré que, al pre-adsorber
el suero, la DO obtenida pasé de 1.01 (suero sin
pre-adsorber) a 0.16 (suero pre-absorbido).

La lectura de los Inmunoblots revel$ la
existencia de reacciones cruzadas entre IgG3r
con IgG1 e IgG2, ya que el anti-IgG3r pre-
adsorbido reconoce a las tres subclases de IgG
bovina (Figura 1B). Por otro lado, los anti-
isotipos comerciales (anti-IgG1 y anti-IgG2) s6lo
reconocieron el patrén correspondiente (IgG1 e
IgG2 respectivamente, resultados no mostrados).

Por la técnica de ELISA se observé que el
reactivo comercial anti-IgG2 reconoce la IgG3r
y el antisuero anti-IgG3r pre-adsorbido reconoce
IgG2 (patrén comercial). Sin embargo, estas
reacciones cruzadas son siempre con menor
intensidad que al reactivo correspondiente
(Figura 1C).

Isotipos de inmunoglobulinas totales y
especificas a Map en sueros y MFs

Niveles de IgM. Los resultados se muestran
en Figura 2. Se detect6 un leve aumento de IgMs
totales y especificas a Map en los sueros de los
infectados, especialmente en los IS en relacién
al C, aunque el andlisis estadistico no permiti6
identificar estas diferencias como significativas.
En MF los niveles fueron bajos en relacién a los
del suero. Sin embargo, el comportamiento fue
similar al del suero. Se evidencié un incremento
en los niveles de IgMs totales en IS e IT; siendo
s6lo significativa la diferencia entre los C y el IS.

Niveles de IgG. Los resultados se muestran
en la Figura 2. Se determinaron niveles similares
de IgG totales en sueros de los distintos grupos.
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Tabla 1. Clasificacion de los grupos de bovinos. Grupo C (control), IA (infectado asintomdtico), IS (infectado sintomdtico),

e IT (infectado terminal).
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Figura 1. Produccién de IgG3r y caracterizacion de los anti-isotipos de IgG bovinos.

A. Produccién de IgG3r. SDS-PAGE al 12%. Calle 1 IgG3r

expresada por Clon 36; Calle 2 IgG3r purificada; Calle 3 E.

coli BL21 transformadas con el pldsmido pRSET A sin inserto (EEc). B. Caracterizacion del anti-IgG3r. Inmunoblot.
Antigenos: Calle 1 IgG2; Calle 2 IgG1; Calle 3 suero bovino; Calle 4 EEc; Calle 5 IgG3r. Se utilizé el anti-IgG3r como

anticuerpo primario. C. Reacciones cruzadas de los anti-isotipos de IgG. ELISA.

Se observé un incremento estadisticamente
significativo en los niveles de IgG Map-
especifica en los sueros de los bovinos IS e IT.
Llamativamente, la cantidad de IgG especificaa
Map en sueros de IA fue menor que en los C. En
MF:s se evidenciaron comportamientos similares
entre IgG totales y especificas. Asi mismo se
detectaron altos niveles en IS e IT (IgG total
y especifica), siendo significativa la diferencia
entre el ISy el C.

Isotipos de IgG especificas a Map: Los

resultados se muestran en Tabla 2.

Niveles de IgG1: Se observaron incrementos
significativos en los niveles de IgG1 de sueros
de IS e IT. Mientras que sélo se detecté IgG1
especifica en MF del grupo sintomdtico (14,8+
3 pg/ml).
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Figura 2. Niveles de IgM e IgG totales y Map-especificas en sueros y materias fecales evaluados por ELISA.

Tabla 2. Anilisis de isotipos de IgG en sueros y materias fecales, expresados en pg/ml.

Grupos IgG1 IgG2 IgG3 IgG1/1gG2
Suero MF Suero MF Suero MF Suero
C <0.08 <0.08 3.4+0.7 <0.08 <0.08 9.2+0.8 <0.02
1A 2.07+0.1 <0.08 10.2+2.8* <0.08 18.5+8.8* 10.3+0.8 0.2
IS 679.2+1* 14.8+3* 14.1+0.7* 0.09+0.0 17.5+6.7* 18.9+13 48
IT 1160.3+3* <0.08 10.4+3.7* <0.08 19.5+14* <0.08 112
*p<0.05

Niveles de IgG2. Se identificé un aumento
significativo en los sueros de todos los animales
infectados (IA, IS e IT). En MF sélo pudo ser
detectado en el grupo sintomdtico y en baja
concentracién (0,09+0.0 pg/ml). Mientras que
en el resto de los bovinos los niveles fueron
menores a 0.08 pg por ml correspondiente al
limite de deteccién de la técnica.

Niveles de IgG3. Se determiné un
incremento significativo en los sueros de los
bovinos infectados mostrando ademds cantidades
similares entre ellos. En ME los infectados IA e
IS mostraron niveles similares a los detectados
en suero.

DISCUSION

Nuestros resultados muestran que
la infeccién con Map afecta los niveles de

proteinas séricas sin modificar la produccién de
anticuerpos totales en suero, en contraposicién
al estudio realizado en pequefios rumiantes’. Por
otro lado, se pudo observar un incremento de
los niveles de IgM e IgG totales en materia fecal
coincidiendo con el periodo clinico sintomdtico
(IS). LaIgM es el isotipo indicador de respuesta
activa, sélo esperable en infecciones agudas o
re-agudizaciones de infecciones crénicas. Este
aumento de IgM en MF podria ser posible
por la lesién intestinal y la re-estimulacién de
nuevos clonos de linfocitos B como respuesta a
la re-infeccién enddgena caracteristica de éste
periodo.

La IgM es una inmunoglobulina pentamérica
que posee alta avidez pero poca afinidad. Por
lo tanto, los altos niveles de IgM obtenidos
en los bovinos controles podrian deberse a

reacciones cruzadas con otras micobacterias®.
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Estos resultados coinciden con trabajos nuestros
previos sobre bovinos infectados'®.

El aumento de IgG especifica a Map en
sueros de bovinos sintomdticos y terminales
estd acompanado de incrementos de todas las
sub-clases de IgG, principalmente de IgG1. Esta
tltima parecerfa ser la Ig predominante en suero
en estas etapas de la enfermedad tal como se han
descripto previamente'*!.

Los animales asintomdticos presentaron
niveles basales de IgGs Map-especificas en
sueros. Esto podria deberse al tipo de respuesta
inmune que predomina en esta etapa (celular).

Los altos niveles de IgG1 especificos
encontrados en materias fecales de bovinos
sintomdticos coinciden el predominio de este
isotipo en la mucosa intestinal en bovinos
normales®.

La respuesta de tipo Th2 no es tan clara
dado que la IgG2 especifica en suero aumenté
en todos los bovinos infectados y los niveles
son similares. Sin embargo, al analizar la
relacién IgG1/IgG2 se observa un incremento
de dicha relacién, coincidente con el avance
de la patologia (asintomdticos, sintomdticos,
terminales). Estos resultados concuerdan con los
expresados por Estes y Brown (2002) y Vanden
Bush (2003).

Son pocos los trabajos que estudiaron
la IgG3 en bovinos infectados con Map'’. Y
a nuestro entender, este es el primer trabajo
que describe a la IgG3 bovina en mucosas. Se
encontré un aumento de este isotipo en sueros de
todos los bovinos infectados. Los niveles fueron
levemente superiores a los hallados para IgG2 y
pareceria tener una cinética similar a la de IgG2.
La deteccién de 1gG3 Map-especifica en MF
del grupo control podria deberse a reacciones
cruzadas con micobacterias intestinales no
patégenas.

La IgG2 e IgG3 poseen cadenas pesadas
similares; razén por la cual Buter* las clasificé
como IgG2a e IgG2b. La IgG3r producida para
este trabajo, incluye regiones compartidas, lo
que justifica las reacciones cruzadas encontradas.
Sin embargo, se han encontrado diferencias
entre los niveles de IgG2 e IgG3 en sueros

y MFs estudiados, mostrando el poder de
discriminacién del reactivo (anti-IgG3r).

Es de destacar el predominio de la IgG3
especifica en los animales asintomdticos. Dado
que el diagnéstico seroldgico utilizado de rutina
falla en la identificacién de este grupo, se sugiere
la utilizacién de un reactivo especifico anti-IgG3
para mejorar su deteccién. En este sentido,
nuestro préximo objetivo serd desarrollar
un ELISA diagnéstico utilizando PPA como
antigeno y antisuero frente a IgG3 bovina
recombinante.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se determiné que la
infeccién con Map no modifica los niveles de
Igs totales séricas. Se corroboré el predominio
de IgG1 en sueros de bovinos sintomdticos y
terminales.

Se identificé IgG1 especifica en materia fecal
de los sintomdticos.

Se detecté IgG3 en sueros y materias fecales
de animales asintomdticos y sintomdticos.

Se demostré que los reactivos desarrollados
en nuestro laboratorio permitieron ampliar el
conocimiento de la respuesta inmune humoral
especifica a paratuberculosis.
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