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Identificación y Caracterización de antígenos de Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis 

 
La paratuberculosis bovina o enfermedad de Johne es una enfermedad endémica en 

nuestro país que afecta a los rodeos ocasionando importantes pérdidas económicas. El agente 

etiológico de esta enfermedad es Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Las técnicas 

diagnósticas actualmente disponibles no son adecuadas por la gran inespecificidad que 

presentan, consecuencia de las reacciones cruzadas con las micobacterias ambientales 

relacionadas. En este trabajo, nos propusimos la identificación y el estudio de nuevos antígenos 

de M. avium subsp. paratuberculosis a partir de la construcción de una genoteca de expresión en 

el vector λ-ZapII (Stratagene). El análisis serológico de esta genoteca, nos permitió identificar 

distintos antígenos candidatos, entre ellos BfrA, Hsp70, GrpE y Lpp34. Este último, representó 

una secuencia novedosa, específica del complejo M. avium, al cual pertenece la bacteria. La 

finalización de la secuenciación del genoma de esta bacteria, permitió estudiar la presencia de 

distintos antígenos ortólogos, descriptos con anterioridad en los integrantes del complejo M. 

tuberculosis: LprG y el antígeno 45/47 kDa (ModD). Adicionalmente fueron estudiadas otras 

proteínas como LppE y LppJ (complejo M. tuberculosis) y una proteína exclusiva de M. avium 

subsp. paratuberculosis, MAP860. Se expresaron las formas recombinantes de las mismas y se 

evaluó la respuesta humoral y celular. Se desarrolló un ELISA utilizando el antígeno 

recombinante ModD de MPTB. A partir de este ensayo, se pudo concluir que este antígeno 

constituye un buen marcador de los rodeos infectados. Este ensayo permitió detectar con la 

misma sensibilidad las inmunoglobulinas específicas presentes en leche. De esta manera, se 

puede considerar a este tipo de muestras como una alternativa al diagnóstico serológico en los 

tambos. Se realizó un análisis de los componentes en los Derivados Proteicos Purificados 

(PPDs) empleados en el diagnóstico celular de tuberculosis y paratuberculosis (PPDb y PPDa), 

pudiéndose caracterizar al antígeno ModD como un componente dominante en PPDa. La 

caracterización de la respuesta celular del antígeno Map860, exclusivo de la subespecie M. 

avium subp. paratuberculosis y de una PPD producida a partir de la misma micobacteria, 

permitió conocer la importancia de trabajar con una PPD específica y no con una derivada de 

una micobacteria relacionada, tal como se implementa en la actualidad. Los resultados de los 

estudios de la respuesta celular frente a los distintos antígenos demuestran que la elección de los 

candidatos adecuados podrían lograr la misma sensibilidad que el antígeno de referencia PPDa, 

mejorando la especificidad. 

Este estudio constituye la primer evaluación de antígenos recombinantes para el 

diagnóstico de la paratuberculosis bovina en nuestro país. 

 

Palabras clave: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, paratuberculosis bovina, 

enfermedad de Johne, antígenos recombinantes, genoteca de expresión, diagnóstico 



 
 

 
 

Identification and characterization of antigens from Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis 

 
 
 

Paratuberculosis or Johne’s disease is considered an endemic ruminant illness in our 

country that causes important economical losses. Mycobacterium avium subsp. 

paratuberculosis (MPTB) is the ethiological agent. The current available techniques for the 

diagnosis have a low specificity, due to the presence of certain related bacteria in the 

environment. In the present work, we constructed and evaluated an expression library in λ-ZapII 

vector in order to find novel antigens from M. avium subsp. paratuberculosis. We identified 

distinct potential antigens, such as BfrA, Hsp70, GrpE and Lpp34. The latter antigen was 

identified as one exclusive for the M. avium complex. The genomic sequence from de bacterium 

allowed us to study the presence of the orthologous, previously evaluated for the M. 

tuberculosis complex: LprG ant 45/47 kDa (ModD). Additionally, we studied the antigenicity of 

LppE, LppJ (from M. tuberculosis complex), and MAP860, a protein specie-specific for MPTB. 

The recombinant proteins were expressed and the humoral, and cellular response in infected 

cattle were evaluated. We performed an ELISA using ModD antigen. This assay constituted a 

good marker for the detection of infected dairy herds and was more specific than the 

conventional ELISA in tuberculosis infected cattle. Milk samples were evaluated with the 

recombinant ELISA, allowing the detection of positive animals. Thus, this kind of samples are 

suitable to perform a serological screening in dairy cattle. We studied the composition of the 

antigenic mixtures, Purified Protein Derivative (PPDa and PPDb), conventionally used for the 

diagnosis of tuberculosis and paratuberculosis infected cattle. The antigen ModD is dominant in 

the PPDa. This work demonstrated that the appropriate combination of antigen could reach the 

same level of sensitivity of the reference antigen, PPDa, with an increment in the specificity.  

This study constitutes the first evaluation of recombinant MPTB antigens for diagnosis 

purposes in Argentina.  

 

 

 

 

 

 

Key words: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, bovine paratuberculosis, Johne’s 

disease, recombinant antigen, expression library, diagnosis. 
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1- INTRODUCCION 

1.1- La paratuberculosis bovina: Descripción histórica de la enfermedad 

En el año 1826, se describió una enfermedad intestinal crónica y debilitante en el ganado. 

Las características de esta enfermedad diferían en parte, de la tuberculosis en humanos y animales, 

descriptas por Robert Koch en el año 1882. No fue sino hasta el año 1894 que gracias a dos 

investigadores, Johne y Frothingham, esta patología fue reconocida como una enfermedad 

infecciosa con una etiología única.  

La historia reporta la compra de un animal con dificultades tanto en la producción de leche 

como en la ganancia de peso, en la región de Oldenburg, Alemania (Chiodini, 1993a). Un 

veterinario local, Herr Frederick Harmes, examinó al animal observando diarrea y pérdida de peso, 

por lo cual sospechó de una tuberculosis intestinal. Sin embargo, cuando se le realizó la prueba de 

tuberculina, el animal resultó negativo. El animal murió en la primavera siguiente y el Dr. Harmes 

envió a la Unidad de Patología Veterinaria de Dresden, los intestinos, el estómago y otros órganos 

para su examinación. Los tejidos fueron analizados por el Dr. H.A. Johne y el Dr. L. Frothingham, 

un científico visitante de la Unidad de Patología de Boston, Massachusetts. Observaron un 

engrosamiento de la mucosa e hiperplasia de los nódulos linfáticos mesentéricos. En la 

examinación histológica, encontraron que la pared intestinal estaba infiltrada con leucocitos, 

células epitelioides y células gigantes ocasionales. Empleando la tinción de ácido-alcohol 

resistencia, conocida también como tinción de Ziehl-Neelsen, observaron abundante cantidad de 

bacterias ácido-alcohol resistentes. Sin embargo, pese a que la bacteria presentaba una gran 

similitud con el agente causal de la tuberculosis, cuando una muestra tomada del tejido infectado 

conteniendo la bacteria fue inyectada en un cobayo, no reprodujo la enfermedad. Como 

consecuencia de estas observaciones, los investigadores concluyeron que la enfermedad observada 

en el animal, podía ser consecuencia de la infección con el agente que causa micobacteriosis en 

aves (Mycobacterium avium). En reconocimiento de las similitudes con la tuberculosis intestinal en 

el bovino (causada por Mycobacterium bovis), proponen para esta enfermedad el nombre de 

“enteritis pseudotuberculosa”. En los comienzos del 1900, la enteritis pseudotuberculosa era 

reconocida como una enfermedad nueva pero que estaba distribuída ampliamente en los rodeos. 

Los científicos propusieron una variedad de nombres alternativos tales como “paratuberculosis” y 

“enteritis hipertrófica”. En 1906, en un reporte anual del Royal Veterinary College, J. McFadyean 

utilizó por primera vez el término “enfermedad de Johne”. A partir de entonces, la mayoría de las 

publicaciones se han referido a esta enfermedad como enfermedad de Johne o paratuberculosis.  

En Dinamarca, en los años 1910 O. Bang concluyó que los animales con enfermedad de 

Johne respondían levemente o no reaccionaban frente a la inyección intradérmica de antígenos 
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preparados a partir de M. bovis (mezcla conocida como tuberculina), pero respondían 

positivamente a la tuberculina aviar (antígenos preparados a partir de M. avium). De esta manera 

Bang, sugirió que la tuberculina aviar debía ser implementada como ensayo diagnóstico en 

animales. Esto muestra, que pese a no haber aislado hasta ese momento la bacteria causante de la 

enfermedad de Johne, los científicos tenían evidencias que estaba relacionada a la bacteria causante 

de micobacteriosis en aves. La diferencia radicaba en que el organismo que causaba la 

micobacteriosis aviar podía ser cultivado en el laboratorio, mientras que los ensayos para el 

aislamiento del agente causal de la enfermedad de Johne, eran infructuosos. Las observaciones del 

científico británico F. Twort, condujeron al aislamiento del agente etiológico de la enfermedad de 

Johne. Este investigador, observó en cultivos viejos que se disponía a descartar, pequeñas colonias 

“satélites” creciendo en torno a colonias de mayor tamaño. Estas últimas, eran contaminantes 

comúnmente presentes, como el bacilo Mycobacterium phlei. Twort sospechó que esta bacteria 

podría proveer de algún nutriente esencial, por lo cual incorporó en el medio una preparación de M. 

phlei, tratada previamente con calor. Este nuevo medio de cultivo, permitió el desarrollo de 

bacterias ácido-alcohol-resistentes. Twort nombró a este bacilo Mycobacterium enteriditis 

chronicae pseudotuberculosae bovis Johne. De esta manera, Twort logró cumplimentar con los 

postulados de Koch, cultivando a la bacteria en el laboratorio y reproduciendo experimentalmente 

la enfermedad en bovinos infectados (Harris y Barletta, 2001). En 1912 H. Holth, también reportó 

el aislamiento del agente etiológico de la enfermedad de Johne y llamó al organismo “el bacilo de 

la paratuberculosis”.  

Luego del aislamiento de la bacteria, comenzó la etapa de desarrollo de pruebas 

diagnósticas. Se empleó una mezcla antigénica de la bacteria para la intra-dermo-reacción, como se 

realizaba hasta el momento con la tuberculosis, empleándose esta mezcla para los ensayos de 

detección de anticuerpos, fijación de complemento y técnicas de aglutinación. Las décadas 

siguientes, fueron dedicadas a la evaluación de éstas y otras técnicas diagnósticas y al 

mejoramiento de los métodos para el cultivo in vitro de la bacteria.  

La denominación del bacilo en la actualidad, evolucionó a M. paratuberculosis y más 

recientemente, en base a trabajos de taxonomía numérica, se ha propuesto el nombre M. avium 

subsp. paratuberculosis (Thorel et al., 1990). 
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1.2. Características de M. avium subsp. paratuberculosis  

1.2.1. Características microscópicas y macroscópicas de la bacteria 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MPTB) es el agente etiológico de una 

enteritis severa en rumiantes, conocida como enfermedad de Johne o paratuberculosis (PTB). Es 

una bacteria ácido-alcohol resistente. Cuando se la cultiva en medios artificiales como el medio de 

Herrold-yema de huevo, Watson-Reid o Löwenstein-Jensen, forma colonias pequeñas (1-2 mm), 

generalmente no pigmentadas y de margen entero. Las colonias rugosas son raras. Entre las 

micobacterias cultivables, MPTB es la bacteria de menor velocidad de crecimiento, dado que 

usualmente, el cultivo primario requiere entre 3-4 meses. Un patrón subespecie-específico es el 

crecimiento dependiente de micobactina, un componente de la pared bacteriana, quelante de hierro, 

producido por la mayoría de las micobacterias. Bajo el microscopio, las células tienen forma 

bacilar de 1-2 µm de longitud y se presentan típicamente en grupos de hasta cientos de bacterias 

(clumps) (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Micrografía electrónica de barrido de M. avium subsp. 
paratuberculosis. Se observan las bacterias de morfología bacilar (1-2 µm) 
formando clumps o cuerdas. Fuente: Universidad de Wisconsin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.2. Clasificación  

Esta bacteria pertenece al denominado complejo Mycobacterium avium (MAC), clasificado 

dentro del género Mycobacterium.  

El género Mycobacterium 

Este género comprende un número de bacilos aeróbicos, ácido-alcohol resistentes, y es el 

único miembro de la familia Mycobacteriaceae, dentro del orden Actinomycetales. Clasificados 

dentro de este orden, se encuentran también las familias Actinomycetaceae, Dermatophilaceae, 

Nocardiaceae y Streptomycetaceae. Las micobacterias son bacilos cortos, aerobios, inmóviles, no 

formadores de esporas, no capsulados, y no flagelados (Kantor, 1988). La presencia de una pared 

celular compleja, es la propiedad más distintiva de este género.  

 3



Mediante la coloración de Ziehl-Neelsen, las bacterias se tiñen con dificultad con fucsina, 

pero una vez que toman el colorante, resisten la decoloración con alcohol ácido, y es por esta razón 

que se los denomina bacilos ácido-alcohol resistentes (Zinsser et al., 1998). 

Existen en la actualidad cerca de 100 especies en el género Mycobacterium. Reportes 

recientes indican que el 30 % de los aislamientos micobacterianos de agua, suelo, aire e incluso de 

pacientes, no pertenece a ninguna de las especies anteriormente descriptas, por lo que se supone 

que el número de especies continuará creciendo (Primm et al., 2004). El género Mycobacterium 

incluye tanto a organismos patógenos como saprófitos. Puede ser dividido en dos grupos en base a 

su significado clínico. El primer grupo está representado por los patógenos obligados en humanos y 

animales, los cuales generalmente no se encuentran en el medio ambiente. El segundo grupo, 

comprende a las micobacterias ambientales oportunistas (no son patógenos obligados). Estas 

pueden ser descriptas como saprófitas, comensales y simbiontes. Las micobacterias ambientales 

incluyen tanto las de crecimiento lento como las de crecimiento rápido. Estas bacterias ambientales 

son habitantes normales de una amplia variedad de reservorios incluyendo: aguas naturales y de 

red, suelo, aerosoles, protozoarios, flora, animales y humanos (Primm et al., 2004). La presencia de 

micobacterias en el sistema de distribución de agua y el ambiente en general se puede explicar por 

los siguientes factores:  

-Resistencia innata al cloro y resistencia a los biocidas. Mycobacterium mucogenicum, 

Mycobacterium kansasii, Mycobacterium gordonae Mycobacterium flavescens y Mycobacterium. 

avium subsp. paratuberculosis son micobacterias que han sido aisladas del agua potable pública 

(Whittington et al., 2004). 

-Capacidad de formar biofilm. Descripto en Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae y 

Mycobacterium avium. 

-Capacidad de supervivencia en condiciones de “hambre” celular. Mycobacterium intracellulare 

persiste en agua destilada por un período de 1,4 años. 

-Existencia de micobacterias termotolerantes. Descripto en micobacterias del Complejo M. avium, 

Mycobacterium xenopi, Mycobacterium phlei y Mycobacterium chelonae. 

-Capacidad de sobrevivir y replicar dentro de amebas y otros protozoarios. Reportado en M. avium, 

Mycobacterium  fortuitum y Mycobacterium marinum. 

Una amplia variedad de características presentes en las micobacterias, contribuye su 

distribución en el ambiente. Estas bacterias tienen un pH óptimo para el crecimiento, entre 4,5 y 

5,5; y su crecimiento es estimulado en suelos ricos en ácidos húmicos y fúlvicos. Un gran número 

de estas especies han sido recuperadas de aguas y suelos con bajos niveles de oxígeno. Además, 

estas adaptaciones a condiciones microaeróbicas y acídicas, contribuyen a la virulencia como 

patógenos intracelulares. Dentro de estas micobacterias ambientales, encontramos a las del 

complejo M. avium (Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare, Mycobacterium 

silvaticum). Antes de 1980, las especies pertenecientes al complejo Mycobacterium avium no eran 
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consideradas como patógenos comunes al hombre. Sin embargo, se ha demostrado que producen 

enfermedad en pacientes con deficiencias congénitas en la inmunidad celular, y, por otro lado, el 

virus de la inmunodeficiencia humana transformó a estas micobacterias ambientales en el principal 

agente infeccioso en personas con SIDA en los países desarrollados (Danborn y Grange, 1993).  

La supervivencia de estas micobacterias en protozoarios, es una ventaja considerable para 

los bacilos presentes en el agua. Mientras que Mycobacterium smegmatis, frecuentemente 

encontrado en el suelo es efectivamente fagocitado y eliminado, M. avium, Mycobacterium 

fortuitum y Mycobacterium marinum, invaden y replican dentro de Acanthamoeba. También se ha 

descripto que M. avium tiene la capacidad de invadir y replicar en Dictyostelium discoideum. La 

complejidad de la pared, rica en lípidos, provee a las micobacterias de una superficie hidrofóbica, 

que es uno de los principales determinantes en su distribución ambiental. Las micobacterias 

ambientales, se encuentran en la interfase agua-aire, donde se localizan los compuestos 

hidrofóbicos (lípidos, hidrocarburos). Adicionalmente, pueden metabolizar estos compuestos, esto 

está sustentado por la inusual cantidad de genes involucrados en el catabolismo lipídico, presentes 

en el genoma micobacteriano, que es aproximadamente 5 veces que la presente en Escherichia coli 

K-12. La hidrofobicidad es un factor que permite la unión de las micobacterias al material 

particulado. La turbidez del agua, como consecuencia de la presencia de material en suspensión ha 

sido correlacionado con el número de micobacterias presentes. La bacteria se une a las superficies 

por simples interacciones hidrofóbicas y pueden ser “pioneras” en la formación de biofilm. Los 

bacilos con características hidrofóbicas son fácilmente aerosolizados y los aerosoles son el 

principal mecanismo de distribución para las micobacterias ambientales que tienen acceso por vía 

pulmonar al hospedador. Algunas micobacterias ambientales causan enfermedades oportunistas en 

el hombre y animales, las mismas incluyen: Mycobacterium marinum, responsable del granuloma 

de swimming pool en el hombre, y los bacilos aislados de de sapos y tortugas, Mycobacterium 

fortuitum y Mycobacterium chelonae, que ocasionalmente originan una enfermedad pulmonar en el 

humano, M. avium, como se mencionó anteriormente, causante de micobacteriosis en pacientes 

inmunodeprimidos. 

Dentro de las bacterias patógenas de este género podemos encontrar a las micobacterias 

pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis. Existen siete especies de los denominados 

bacilos tuberculosos: Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium bovis 

subsp. caprae, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti, Mycobacterium canetti, y la 

última especie incorporada Mycobacterium pinnipedii (Cousins et al., 2004). Estas especies y 

subespecies constituyen el denominado complejo M. tuberculosis (van Soolingen et al., 1997). M. 

tuberculosis es el agente etiológico responsable de la tuberculosis en humanos. Aunque M. bovis 

tiene como hospedador principal al bovino, también afecta al ser humano y a un amplio rango de 

animales domésticos de interés económico como así también animales salvajes. La enfermedad 

que produce M. bovis en el humano es indistinguible de la causada por M. tuberculosis.  
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Las infecciones por M. bovis generalmente se transmiten al hombre a través del contacto 

directo o por consumo de la leche no pasteurizada o bien productos lácteos de animales infectados. 

M. africanum ha sido aislada de humanos y monos de África (Mac Leod, 1977; Thoen et al., 

1980). M. microti causa tuberculosis en un ratón campestre europeo denominado "vole" (Boisvert, 

1966), aunque fue aislada recientemente de pacientes inmunocomprometidos (van Soolingen et al., 

1998; Kremer et al., 1998). M. canetti, fue descripta por primera vez en el Instituto Pasteur por 

George Canetti en 1969 y es una variante lisa muy poco común, que produce tuberculosis (van 

Soolingen et al., 1997; Pfyffer et al., 1998). M. pinnipedii sp. nov, ha sido recientemente 

caracterizada como una nueva especie dentro del complejo, la cual produce tuberculosis en 

distintas especies de mamíferos marinos pertenecientes a las costas de Australia, Uruguay y 

Argentina (Cousins et al., 1993). Distintos estudios apoyan la hipótesis de que dicho bacilo, 

constituye un nuevo y único taxón dentro del complejo M. tuberculosis (Romano et al., 1995; 

Alito et al., 1999; Zumárraga et al., 1999a; Cousins et al., 2003). Finalmente, M. bovis subsp. 

caprae, que fue aislada primeramente en cabras, en España (Aranaz et al., 1999), y luego, en 

pacientes con tuberculosis en Alemania  ha sido elevada a la categoría de especie dentro del 

complejo (Niemann et al., 2002; Aranaz et al., 2003). Otra de las micobacterias que constituyen 

una problemática importante para la Salud Pública es Mycobacterium leprae, causante de la lepra 

humana, una micobacteria patógena que todavía hoy no ha podido ser cultivadas in vitro, lo que 

constituye un serio problema en el estudio de dicho patógeno. Sin embargo en los últimos años se 

ha descubierto que mamíferos pertenecientes al género Dasypodidae (armadillos) no sólo son un 

excelente modelo animal de estudio de la lepra, dada su facilidad para reproducir la enfermedad, 

sino que se ha encontrado animales naturalmente infectados en Estados Unidos, México y la zona 

norte de nuestro país (Zumárraga et al., 2001). La micobacteria patógena, M. avium subsp. 

paratuberculosis, es una subespecie de la especie avium, es el agente etiológico de la enfermedad 

de Johne en rumiantes, una enteritis crónica (Harris y Barletta, 2001). Sin embargo, aún no se ha 

establecido claramente el rol zoonótico de esta micobacteria (McFadden y Fidler, 1996). 

 

El complejo Mycobacterium avium (MAC) 

Se propone actualmente que el Complejo Mycobacterium avium esta conformado por las 

especies Mycobacterium avium, Mycobacterium intracellulare y Mycobacterium chimaera, 

mientras, que la especie avium, abarca a las subespecies: avium, silvaticum, hominissuis y 

paratuberculosis (Mijs et al., 2002, Tortoli et al., 2004). Este complejo está caracterizado por una 

similitud a nivel nucleotídico superior al 90 %, pese a esto, sus miembros difieren ampliamente en 

términos de tropismo de hospedador, fenotipo microbiológico y patogenia. Los miembros del 

complejo M. avium (MAC) están asociados con enfermedades en animales y humanos, incluyendo 

infecciones pulmonares, en nódulos linfáticos, piel, huesos, del tracto digestivo y genitourinario 

(Motiwala et al., 2006) y se encuentran también, ampliamente distribuídos en el ambiente.  
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La clasificación de los aislamientos del MAC estuvo basada en pruebas fenotípicas, en las 

características epidemiológicas, en el análisis del ADN e incluso en el análisis de serotipo. En los 

1990s, M. avium fue subdividido en tres subespecies: M. avium. subsp. avium, M. avium subsp. 

paratuberculosis y M. avium subsp. silvaticum. La presencia de la secuencia de inserción IS900 se 

encuentra específicamente en cepas de M. avium subsp. paratuberculosis, mientras que las IS901 e 

IS1245, son marcadores para las cepas de M. avium subsp. avium. El avance en los estudios 

moleculares ha replanteado la clasificación de las bacterias componentes de este complejo. El 

ADNr 16S es una región altamente polimórfica que contiene polimorfismos especie-específicos de 

gran utilidad para la identificación de especies micobacterianas. El estudio de la región intergénica 

16S-23S, demostró ser aún más discriminativa. Este tipo de estudio, demostró diferencias menores 

en el espaciador ADN 16S-23S de las especies M. intracellulare y M. avium. Un trabajo realizados 

en distintos aislamientos, basado en el estudios de RFLP IS1245, ADN ribosomal 16S, y en la 

secuencia intergénica 16S-23S, junto al estudio de características fenotípicas como el rango de 

temperatura de crecimiento, reveló que los aislamientos de M. avium provenientes de aves, 

constituyen un taxón distinto dentro del complejo, separándolo de los aislamientos de M. avium 

provenientes de humanos y cerdos, para este último grupo de bacterias, los autores propusieron la 

designación: M. avium subsp. hominissuis (Mijs et al., 2002). Restringiendo de esta manera a la 

subespecie avium, solamente para los aislamientos de origen aviar. De acuerdo al análisis de los 

resultados de RFLP-IS1245, los autores encontraron una mayor relación entre las cepas de M. 

silvaticum con la variante aviar de M. avium. Una de las características fenotípicas más explotada 

para caracterizar a M. avium subsp. paratuberculosis, ha sido la dependencia de micobactina. Sin 

embargo, el aislamiento primario de M. avium subsp. silvaticum también requiere de la presencia 

de este compuesto. Los datos moleculares derivados del análisis de la secuencia del gen hsp65, 

agruparon finalmente a estas micobacterias dentro de la subespecie avium (Turenne et al., 2006). 

Recientemente, se diferenció un grupo de cepas aisladas de humanos de la especie intracellulare, 

proponiéndose una nueva especie, M. chimaera (Tortoli et al., 2004).  

 

1.2.3. Estructura de la pared celular  
 Las micobacterias poseen una pared celular compuesta de cuatro capas que cubren la 

membrana celular. La capa interna de la pared celular, esta constituída por péptidoglicanos los 

cuales están relacionados a los presentes en otras bacterias (Figura 2). Los péptidoglicanos están 

unidos covalentemente al arabino-galactano, polisacárido de arabinosa y galactosa, que constituyen 

la segunda capa. Las cadenas de arabino-galactano, están esterificadas a una tercer capa compuesta 

por ácidos micólicos. Estos ácidos grasos están constituídos por dos largas cadenas que difieren en 

su longitud, una contiene 50 átomos de carbono y la otra alrededor de 30. El ácido micólico es el 

principal compuesto de la pared celular y es el responsable de la característica ácido-alcohol 

resistencia que se observa durante la tinción con colorantes arilmetanos, como la fucsina básica, 
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esto último constituye la base de la coloración de Ziehl-Neelsen, método que se emplea para 

identificar las micobacterias al microscopio. Entre estos ácidos micólicos se encuentran 

sulfolípidos y dimicolato de trealosa, que junto con el ácido micólico determinan la formación del 

denominado “factor cuerda” durante el crecimiento in vitro. La cuarta capa de la pared celular 

contiene varios lípidos y compuestos relacionados incluyendo fenolglicolípidos, glicolípidos y 

péptidos-glicolípidos llamados micósidos, los cuales recuerdan los antígenos O de los bacilos 

gram-negativos. 
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 Esquematización de la pared micobacteriana y comparación con las  
acterianas de otros grupos. Se muestra la complejidad de la pared 

riana: la capa de arabinogalactanos por fuera de la capa de peptidoglicanos, una 
a de ácidos micólicos y una cuarta capa, compuesta  por distintos lípidos 
s como fenolglicolípidos, glicolípidos y péptidos- glicolípidos (micósidos). 

a del bacilo al daño celular, a la deshidratación y a ciertos antibióticos  está 

medida por la estructura de su pared celular, dado que la misma contiene una 

olípidos, lipoglicanos y polikétidos como el fenolftiocerol, que se acompleja 

rósico para conformar el denominado fenolftiocerol-dimicoserosato (PDIM) 

8). Dichos complejos, forman una capa hidrofóbica y es la responsable de la 

idad hacia los compuestos hidrofílicos. 

esto importante de la pared es el lipoarabinomanano (LAM). La porción 

 la membrana celular mientras que los polisacáridos se extienden hacia la 

d. Probablemente los LAM, cumplan el rol de anclar la pared a la membrana 

puesto, es considerado un importante inmunomodulador debido a su amplio 

ógicos: es un poderoso estimulador del factor de necrosis tumoral (TNFα) en 

 y murinos, que resulta en la estimulación de la síntesis de citoquinas tales 

-1, IL-6 y IL-8. Pero también se ha observado que tiene un efecto 

bién un potente inhibidor de la activación de macrófagos mediada por γ-

 efecto inhibidor de la presentación de antígenos por las células presentadoras 
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(Chan et al., 1991) y supresor de la proliferación de células T in vitro (Kaplan et al., 1987). El 

LAM, es también considerado un importante antígeno inductor de respuesta humoral. Las 

moléculas de manosa del LAM son reconocidas diferencialmente de acuerdo a la especie de 

micobacteria por los receptores de superficie de las células dendríticas DC-SIGN. La interacción 

específica de estos receptores y el LAM estaría involucrada en la invasión de células dendríticas 

por M. tuberculosis. Las especies saprofitas de crecimiento rápido tales como: Mycobacterium 

smegmatis, Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae se unen débilmente a DC-SIGN y 

las micobacterias de crecimiento lento tales como M. tuberculosis y el bacilo de la cepa vacunal M. 

bovis Calmette-Guerin (BCG) lo hacen fuertemente (Maeda et al., 2003). 

 Otros componentes lipídicos de la envoltura celular de las micobacterias, también 

presentan serorectividad. Se pueden citar como ejemplo, los glicopeptidolípidos (GLPs) estudiados 

en M. avium, que son altamente inmunogénicos y están localizados en la parte externa de la 

envoltura celular. Recientemente, se ha descripto un lipopéptido específico de M. avium subsp. 

paratuberculosis, denominado Para-LP-01, que es un componente principal de la parte externa de 

la envoltura celular y que fue reconocido específicamente por los sueros de animales 

paratuberculosos (Eckstein et al., 2006). 

 La presencia de porinas en la pared micobacteriana, ha sido descripta por Trias et al., 

(1992), en la pared de Mycobacterium chelonae. Estas proteínas pertenecen a la familia de 

proteínas denominadas OMP (Outer Membrane Proteins), que son proteínas que forman un poro 

en la pared celular, que permite el pasaje de ciertos compuestos hidrofílicos. Se ha descripto la 

presencia de un gen en M. tuberculosis, con homología a la familia de porinas OmpA (Senaratne et 

al., 1998). Por otra parte, debido a que M. tuberculosis es 10 veces más permeable a distintas 

moléculas, como por ejemplo la cefalosporina o la estreptomicina, que M. chelonae (Connell y 

Nikaido, 1994), es probable que existan otro tipo de porinas presentes en la pared de esta última 

micobacteria, que restringirían el paso de moléculas polares de mayor tamaño al interior de la 

bacteria.  

 

1.2.4. El genoma de M. avium subsp. paratuberculosis 

En un período de 10 años desde de la secuenciación del primer genoma procariota (1995), 

se pudo disponer de la secuencia completa de cinco micobacterias, M. tuberculosis (H37Rv y 

CDC1551), M. bovis, M. leprae y M. avium subsp. paratuberculosis (Tabla 1). En la actualidad, se 

dispone en las bases de datos de las secuencias genómicas de otras micobacterias. En muchos de 

los casos, no está concluida la anotación de los genes. M. smegmatis mc2155, es una mutante de M. 

smegmatis, una micobacteria patógena oportunista, que al ser fácilmente transformable es una 

herramienta valiosa constituyendo un importante modelo de estudio dentro del género. La 

secuencia de este genoma se terminó de descifrar en Noviembre de 2006 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes). En el mismo año, se hicieron públicas las secuencias 
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completas de los genomas de Mycobacterium avium 104, una cepa aislada de un paciente con 

SIDA; Mycobacterium ulcerans Agy99, que es el agente etiológico de la úlcera de Buruli; 

Mycobacterium vanbaalenii PYR-1, una micobacteria ambiental, capaz de degradar hidrocarburos 

policíclicos aromáticos, y Mycobacterium sp. KMS, una cepa de especie aún no determinada, que 

tiene la capacidad de degradar pireno. A comienzos de 2007, se hizo publica en las bases de datos, 

la secuencia de otra cepa, Mycobacterium sp. JLS, de especie aún no determinada, también 

relacionada a la degradación de pireno, y la secuencia completa de la cepa vacunal M. bovis BCG 

(Brosch et al., 2007). El proyecto de secuenciación del genoma de M. avium subsp. 

paratuberculosis, fue desarrollado en la Universidad de Minessotta (USA) bajo la dirección de 

Vivek Kapur y fue finalizado recientemente (Li et al., 2005). La cepa seleccionada fue la K-10, un 

aislamiento bovino proveniente de un establecimiento ganadero de Wisconsin obtenido por los 

investigadores National Animal Disease Center del USDA (Departamento de Agricultura de los 

Estados Unidos) en la década de 1970. 

El genoma de M. avium subsp. paratuberculosis consiste en una molécula circular, doble 

cadena, y su tamaño es de 4.829.781 pb. No se conocen elementos extra-cromosómicos. Los datos 

derivados del análisis de la secuencia del genoma, indican que codificaría para 4.350 marcos 

abiertos de lectura, 45 ARN de transferencia y un operón de ARN ribosomal. Las micobacterias, 

así como otros Actinomycetales, con los que están muy relacionadas por pertenecer al mismo 

orden, como Nocardia y Corynebacterium, tienen un contenido de nucleótidos guanina-citosina 

(G+C), que es inusualmente alto entre las bacterias (Tabla 1). El contenido de estos nucleótidos en 

MPTB, es relativamente constante en todo el genoma, existiendo algunas regiones genómicas 

pequeñas con un bajo contenido de G+C, correspondiendo a profagos o secuencias que codifican 

para ARN. Con respecto a la presencia de secuencias de ADN repetitivas (secuencias de inserción, 

familias multigénicas y genes duplicados housekeeping), estas comprenden cerca del 1,5 % del 

genoma. En MPTB K-10, se identificaron 17 copias de la secuencia IS900, 7 copias de IS1311 y 3 

copias de ISMav2. En total, fueron descriptas 19 secuencias de inserción distintas con 58 copias 

distribuídas en el genoma. Muchos de estos elementos, son homólogos a los de otras micobacterias 

como M. tuberculosis, M. avium subsp. avium, M. bovis y M. marinum. Sin embargo, el análisis de 

la secuencia, reveló que existen secuencias repetidas como IS_MAP02 (6 copias), IS_MAP04 (4 

copias) que no presentan homología con las secuencias de otras micobacterias (Li et al., 2005). 
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Micobacteria 

 (acceso en GenBank) 

 

Tamaño del 

Genoma 

 

% de 

G+C 

 

Número de 

genes posibles 

 

Publicación (año) 

y sitio público de acceso a la secuencia  

M. bovis 
AF2122/97 

(BX248333) 
4.345.492 pb 65,63 3.953 Garnier et al., (2003) 

http://genolist.pasteur.fr/BoviList/index.html 

M. tuberculosis H37Rv 
(AL123456) 4.411.432 pb 65,61 3.959 Cole et al., (1998) 

http://genolist.pasteur.fr/TubercuList/index.html 
M. leprae TN 
(AL450380) 3.268.203 pb 49,50 1.604 http://genolist.pasteur.fr/Leproma/ 

M. avium subsp. 
avium 104 

(CP000479) 
5.475491 pb 68,99 5.313 http://Tigr.org 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes 

M. avium subsp. 
paratuberculosis 

 K-10 
(AE016958) 

4.829.781 pb 69,30 4.398 Li et al. (2005) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes 

e 

 

 

 

 

1.2.5. Antígenos principales de la bacteria 

A partir de los estudios de genómica comparativa con las secuencias completas de los genomas, s

Tabla 1. Análisis comparativo de distintos genomas micobacterianos actualmente disponibles. La cepa TN 
de M. leprae fue inicialmente aislada de un paciente en Tamil Nadu, India y se replicó en el armadillo de nueve 
bandas en el Insituto Nacional de Investigación Médica (Londres), se aisló la bacteria del hígado para la 
obtención del ADN. La cepa MPTB K-10, es un aislamiento clínico bovino proveniente de un animal de 
Wisconsin y aislado en la década de 1970. La cepa M. bovis AF2122/97 es un aislamiento bovino procedente de 
Inglaterra. M. tuberculosis H37Rv fue aislada en 1905 y conserva su patogenicidad, siendo la cepa de referencia
más utilizada en la actualidad.  
 

El análisis comparativo de las secuencias genómicas, permitió conocer que mientras M. 

tuberculosis y M. bovis comparten cerca de 3.700 genes, solo tienen en común cerca de 2.600 con 

MPTB. Análisis comparativos por BLAST-p, mostraron que mientras M. tuberculosis H37Rv, M. 

bovis AN5 y M. leprae tienen 26, 414 y 155 proteínas únicas, respectivamente, MPTB, tiene 966 

secuencias únicas. El estudio de la secuencia mostró otro aspecto interesante, MPTB tiene un alto 

número y una alta redundancia de genes relacionados al metabolismo lipídico en comparación con 

M. tuberculosis. Esto indica una potencialidad genética para generar una composición lipídica 

variable en la envoltura celular. Por otro lado, la bacteria carece de genes como mmpS6 y mmpL6 

que codifican para proteínas transmembrana. La ausencia de genes que codifican para las proteínas 

de la familia PE-PGRS, es otra diferencia que puede afectar la estructura de la pared y la 

morfología de las colonias de MPTB. Otro aspecto llamativo es la presencia de genes regulatorios 

(235), en mayor proporción que M. bovis y M. tuberculosis (190). Como M. avium subsp. 

paratuberculosis puede sobrevivir en el ambiente, la expansión del repertorio de genes regulatorios 

podría contribuir a la supervivencia en un amplio rango de condiciones (Marri et al., 2006).  
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1.2.5- Antígenos descriptos de la bacteria 

En la Tabla 2, se muestran los antígenos principales descriptos en MPTB.  

 

Antígeno  Peso 
Molecular 

Características 
principales, 
localización 

Función propuesta o 
deducida Rta* Referencia 

HBHA 
(Heparin Binding 
Hemagglutinin 
Adhesin) 

21 kDa  
(30 kDa la 
forma 
recombinante) 

Posiblemente en la 
superficie celular 

-diseminación extrapulmonar 
en M. tuberculosis 
-citoadherencia in vitro 

B Sechi et al., 
2006 

Complejo Ag85 
(Familia de 
Micolil-
transferasa) 

A, 32 kDa 
B, 30 kDa 
C, 32,5 kDa 
 

-Ag85AyB: 
proteína de unión a 
fibronectina 
-Principalmente 
secretadas  

-Biogénesis del factor cuerda 
(dimicolato de trehalosa) 
-posible asociación a 
resistencia térmica 

T 

Rosseels et 
al., 2006 

Nackmoon et 
al., 2004 

Hsp65 (Familia 
GroEL)  Heat shock protein 

Antígeno citosólico 
Generación de Rta. 
autoinmune en humanos B El-Zaatari et 

al., 1994 

Hsp70 
homólogo a DnaK 
de E. coli 

70 kDa Heat shock protein 
Antígeno citosólico 

Rol en plegamiento y 
traslocación de proteínas T 

Stevenson et 
al., 1991 

Koets et al., 
1999 

GroES (antígeno 
de 10 kDa, 
Hsp10) 

10 kDa 
Heat shock protein- 
antígeno secretado 
 

Promueve plegamiento de 
proteínas y ensamblado 
-probable regulador 
transcripcional 
-posible asociación a 
resistencia térmica 

T 

Cobb y 
Frothingham, 

1999 
 

Nackmoon et 
al., 2004 

LAM 

banda difusa 
en un rango 
de 30-50 
kDa  

Antígeno 
estructural, 
polisacárido 
(puede secretarse al 
medio en cultivo en 
crecimiento) 

Estructural: Componente de la 
pared celular 

B 
 

Jark et al., 
1997 

A36/ TMA 
(antígeno 
macromolecular 
termoestable) 

complejo 
antigénico, 
Fracción de 
20-90kDa 

-Polisacáridos, 
lípidos y proteínas -
-Componentes de 
pared y secretados 

La identidad precisa de cada 
uno de los componentes es 
desconocida (a excepción del 
antígeno de 34 kDa). 

B/T De Kesel et 
al., 1992 

Antígeno de 34 
kDa (del 
Complejo A36,) 

34 kDa 
Antígeno localizado 
en la superficie 
celular 

desconocida B De Kesel et 
al., 1993 

SOD 
(superóxido 
dismutasa) 

23 kDa 
-Enzima Mn 
dependiente 
-secretada 

Protección contra el stress 
oxidativo 
 

B/T 

Xiaofei et al. 
2001 

Mullerad et 
al., 2002 

Antígeno A 
Antígeno D 

31 kDa 
20 kDa 

 
-antígeno citosólico 

-desconocida 
-bacterioferritina B Sugden et al., 

1991 
AhpC  
y AhpD (alkyl 
hidroperoxido-
reductasas C y D) 

-45 kDa 
(dímero) 
-19 kDa 

-20 kDa 
-19,5 kDa 
 

- Protección contra el stress 
oxidativo 
 

B/T Olsen et al., 
2000 

Antígeno de  
34 kDa 34 kDa 

-Antígeno 
expresado in vivo.   
-Posiblemente 
secretado 

Serina proteasa hipotética B Cameron et 
al., 1994 

MMP 
(Major 
Membrane 
Protein)/antígeno 
de 35 kDa 

35 kDa -expuesto en la 
superficie celular 

-rol en la invasión de células 
epiteliales bovinas B 

Banasure et 
al., 2001 

Bannantine et 
al., 2003 

 
Tabla 2. Antígenos descriptos en M. avium subsp. paratuberculosis. 
“*” Respuesta inmunológica característica: T, antígeno inductor de la respuesta celular; Rta B, antígeno 
inductor de la respuesta humoral. 
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Pese a que la mayoría de los antígenos descriptos son de naturaleza proteica, una de las primeras 

moléculas descriptas como antígénicas en M. avium subsp. paratuberculosis, fue el 

lipoarabinomanano (LAM). Dicha descripción fue realizada por Annau en 1958, y Yugi et al., en 

1966 (Jark et al., 1997) y ha demostrado ser de utilidad para su implementación en ensayos de 

ELISA, tanto en ovinos como en bovinos (Sugden et al., 1989, Jark et al., 1997). Recientemente se 

ha descripto la capacidad inmunogénica de un lipopéptido específico de M. avium subsp. 

paratuberculosis, denominado Para-LP-01, que es un componente principal de la parte externa de 

la envoltura celular (Eckstein et al., 2005). 

La identificación de los componentes inmunogénicos principales de la bacteria es impulsada por el 

requerimiento de moléculas específicas para el diagnóstico de la infección. Sin embargo, muchos 

de los antígenos descriptos tienen sus respectivos homólogos en otras micobacterias como M. 

tuberculosis, M. bovis o M. lepra. Las proteínas de stress térmico de 65 kDa, 10 kDa, 70 kDa, así 

como el Ag85 y HBHA, son proteínas conservadas en otras especies. GroES (10 kDa) y GroEL (65 

kDa) tienen una identidad superior al 90 % con otras micobacterias (El-Zaatari et al., 1994; Cobb y 

Frotingham, 1999; Stevenson et al., 1991; Sechi et al., 2006; Rosseels et al., 2006). Recientemente, 

Sechi et al. (2006b) describieron un ensayo de vacunas a ADN, utilizando los antígenos 85A y 

Hsp65, en el cual demuestran la capacidad de estimular una respuesta inmune protectiva contra M. 

avium susbp. paratuberculosis en corderos. Otro antígeno fue el descripto por De Kesel et al., 

(1993). Es uno de los componentes del complejo A36 y lo denominaron por su masa molecular, 

antígeno de 34 kDa. Esta proteína tiene homología a un antígeno presente en M. lepra y se 

describieron dos epítopes B especie-específicos. Otros antígenos denominados por su masa 

molecular son, el antígeno de 34 kDa, una serina proteasa hipotética, descripta por Cameron et al. 

(1994) y el antígeno de 35 kDa, del que se descrribió su rol en la invasión de la línea celular 

epitelial bovina Madin-Darby, este antígeno también fue previamente descripto en M. lepra 

(Bannantine et al., 2003). En la sección 1.4.3, se amplia esta descripción de antígenos y 

metodologías de estudio. 

 

1.3. La enfermedad de Johne o paratuberculosis 

La enfermedad de Johne o paratuberculosis, es una enfermedad que afecta a rumiantes. 

Generalmente, se requiere de varios años desde el tiempo de infección (animales de menos de 6 

meses de edad) hasta el desarrollo de sintomatología clínica (animales mayores a 2 años de edad). 

En el bovino (Bos taurus), los signos típicos son diarrea acuosa y pérdida de peso progresiva, 

mientras que en cabras y ovejas, frecuentemente no se observa diarrea. Los resultados de las 

necropsias realizadas en animales infectados, muestran lesiones típicas compatibles con enteritis 

crónica en íleon distal de bovinos y ovejas, pudiéndose extender en estos últimos al colon y 

yeyuno. Las lesiones se pueden distinguir histológicamente, según su extensión, en lesiones leves, 
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moderadas y marcadas, todas ellas presentan macrófagos que contienen en su interior una cantidad 

variable de micobacterias. Se ha demostrado, la presencia de la micobacteria en la fracción 

mononuclear de sangre periférica de ganado infectado, sugiriendo la posibilidad que los 

macrófagos sean el vehículo de diseminación de la bacteria a partir de los sitios infectados. Los 

nódulos linfáticos que drenan el íleon, también son considerados sitios de infección secundaria 

donde las alteraciones patológicas son comúnmente observadas. Sitios terciarios de infección son el 

hígado, el bazo y nódulos linfáticos distantes del tracto gastroinstestinal. Con el progreso de la 

infección la infiltración inflamatoria se vuelve pronunciada y las células gigantes más numerosas. 

Este tipo de inflamación en bovinos, difiere de lo observado en las lesiones producidas por la 

infección por M. bovis. La inflamación observada en la paratuberculosis es, en muchos casos difusa 

y la lesión no está circunscripta por tejido conectivo fibroso. En muchos aspectos, esta lesión se 

asemeja a la lesión producida por M. leprae. Algunas lesiones pueden tener gran cantidad de 

bacilos. Tales lesiones son conocidas como lepromatosas o multibacilares. Otras lesiones, tienen 

pocas bacterias y se conocen como paucibacilares o tuberculoides. En la paratuberculosis bovina, 

también pueden encontrarse lesiones focales o multifocales, formadas por granulomas bien 

definidos y diferenciados del resto de las estructuras titulares. Las lesiones focales, son un extremo 

de la forma tuberculoide, que corresponde al inicio de la infección o a su forma latente. La 

paratuberculosis, evidencia un espectro inmunológico e histopatológico amplio, dependiendo de la 

respuesta del hospedador. En un extremo del espectro se localiza el extremo tuberculoide, donde el 

animal ofrece una fuerte respuesta inmune celular con una muy baja respuesta humoral. Al extremo 

opuesto del espectro, se encuentra la forma lepromatosa asociado con una respuesta celular débil 

pero con una fuerte respuesta humoral. Los animales en este extremo exhiben los síntomas clínicos 

más severos. En los estadíos terminales de esta infección, usualmente luego de varios años de 

desarrollo, el intestino está dañado y el animal muestra signos de diarrea y una disminución 

marcada de peso corporal. En este estadío terminal, la mucosa del intestino, usualmente se 

encuentra engrosada y los nódulos linfáticos presentan hiperplasia con numerosas células T, B e 

infiltración de macrófagos y células gigantes.  

Whitlock y Buergelt (Yayo Ayee et al., 2001) clasifican a los animales infectados de acuerdo a 

la severidad de los síntomas clínicos en cuatro estadíos: 

1) Estadío silente: representado por animales jóvenes (terneros o novillos) hasta la edad de 2 

años, sin sintomatología clínica de la enfermedad. En este estadío temprano de la infección 

el animal libera micobacterias al medio. Muchas veces los niveles son indetectables, 

entonces la micobacteria solo puede ser detectada mediante el cultivo a partir del tejido o a 

través de la examinación histológica del intestino o nódulos linfáticos. La respuesta celular 

específica es baja o nula. 

2) Estadío subclínico: representado por animales adultos sin signos visibles de 

paratuberculosis. En este estadío, pueden ser detectadas tanto la respuesta humoral como la 
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respuesta mediada por células dirigida contra la bacteria, predominando esta última. Sólo 

entre el 15-25 % de los casos son detectados por el cultivo fecal.  

3) Paratuberculosis clínica: transcurridas varias semanas desde el comienzo de la 

sintomatología, los animales pierden peso y sufren diarrea intermitente. Algunos animales 

pueden recuperar el estadío 2), mientras que la mayoría progresa al estadío 4) con diarrea 

persistente. El cultivo fecal y la evaluación serológica de estos animales son positivas. 

4) Estadío avanzado de paratuberculosis clínica: los animales presentan edema sub-

mandibular, caquexia y diarrea persistente. La mayoría de estos animales son 

inmediatamente faenados o mueren por deshidratación y caquexia  

1.3.1. Paratuberculosis: Patología e Inmunología 

El avance en el estudio de la biología y la patogénesis de la enfermedad ha sido limitado, 

los períodos de incubación extremadamente largos en las infecciones y la ausencia de modelos 

experimentales de laboratorio contribuyeron a esta situación. Pese a las distintas en la vía de 

entrada (oral), tropismo de tejido (intestino) y especificidad de hospedador (rumiantes), algunas de 

las hipótesis que se manejaban hasta hace pocos años acerca de los mecanismos de infección y 

patogenicidad de MPTB, estaban basados en estudios y conceptos desarrollados para M. 

tuberculosis, M bovis y M. avium. Estudios recientes derivados de la aplicación de herramientas de 

genómica funcional y PCR cuantitativa en tiempo real para estudiar la respuesta inmune durante las 

infecciones, tanto naturales como experimentales en bovinos con MPTB, han aportado un 

considerable avance en el conocimiento en la respuesta del hospedador frente a este organismo 

(Aho et al., 2003, Coussens et al., 2002, 2003, 2004, Lee et al., 2001, Weiss et al., 2001, 2002).  

Entrada y supervivencia en el hospedador 

El ganado usualmente es infectado por M. avium subsp. paratuberculosis en edad 

temprana, ya sea mediante la vía de transmisión in útero o como neonatos, vía la ingestión de 

material fecal, leche o calostro conteniendo la micobacteria. (Chiodini et al., 1984).  

Se considera que la principal vía de entrada de la bacteria es a partir de la ingestión de material 

contaminado. Dos estudios demostraron que las células M de las placas de Peyer del íleon, son la 

vía de entrada de la bacteria al sistema linfático (Momotani et al., 1988; Sigur-Dardottir et al., 

2001). Contrariamente a los enterocitos, las células M carecen de membrana una membrana apical 

con microvellosidades, mucus y enzimas digestivas, exponiendo así una superficie fácilmente 

accesible para la adhesión de los microorganismos. Las bacterias, atraviesan las células M por 

transitocis y en la cara basolateral, quedan a expensas de los macrófagos o células dendríticas. En 

este punto, los microorganismos pueden permanecer intactos dentro del fagocito o bien pueden ser 

procesados, y sus componentes celulares presentados a los linfocitos T. De este modo se inicia el 

proceso de generación de respuesta inmune. 
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Por análisis de microscopía electrónica de macrófagos murinos y bovinos se encontró que la 

bacteria persiste en el fagosoma. Luego de 2-8 h de infección los fagosomas contienen unos pocos 

bacilos, algunos de ellos, degradados. A tiempos mayores (>24 h) numerosas bacterias 

intrafagosomales son detectadas, pudiendo persistir in vitro por varias semanas sin una pérdida 

significativa de la viabilidad. El cuestionamiento principal es cómo logra sobrevivir la bacteria en 

un ambiente intrafagosomal hostil. El fagosoma maduro contiene enzimas y un ambiente ácido, 

necesario para degradar el material fagocitado. Luego de la fagocitosis de la micobacteria por el 

macrófago, las micobacterias desarrollaron distintos mecanismos para adaptarse o modificar el 

medio intracelular. Se detiene la maduración de los endosomas que contienen micobacterias por 

inhibición de la fusión lisosomal al fagosoma, observándose: 

1) Modificación del fagosoma (inhibición de la acidificación), consecuencia de la inhibición 

de la fusión fagosoma-lisosoma y de la actividad enzimática lisosomal.  

2) Resistencia o neutralización de los efectos nocivos causados por los reactivos 

intermediarios del oxígeno y nitrógeno. 

3) Supresión de la respuesta del macrófago a citoquinas activadoras como el γIFN. 

La infección de una célula por un patógeno, puede seguir dos vías diferentes. Se contiene la 

infección dentro de la célula del hospedador infectado, favoreciendo al hospedador o se transmite 

la infección a otras células, favoreciendo al patógeno. Hay autores que refieren que las 

micobacterias patógenas inducen la apoptosis de la célula hospedadora. Se observó en células de 

los tejidos con lesiones obtenidas de animales con paratuberculosis, un incremento de la apoptosis 

celular (Allen et al., 2001). Se desconoce, si este proceso favorece al hospedador o al patógeno. La 

destrucción del medio intracelular, que la bacteria requiere, sería favorable para hospedador, pero 

también puede ayudar a la diseminación de la infección por ingestión del patógeno por otras células 

fagocíticas. Contrariamente a esta evidencia, otros autores sostienen que un incremento en la 

sobrevida del macrófago (inhibición de la apoptosis), es responsable del aumento del número de 

macrófagos en el tejido infectado y esto asegura la supervivencia intracelular de MPTB (Coussens, 

2004a). La infección de los macrófagos no activados en el intestino del rumiante, puede ser 

considerado como el evento inicial en el establecimiento de la infección persistente y el 

subsecuente desarrollo de la enfermedad de Johne. 

 
Respuesta inmune en el hospedador 

M. avium subsp. paratuberculosis, como M. tuberculosis y M. bovis, es un patógeno 

intracelular, por lo tanto la respuesta inmune mediada por células juega un rol importante en el 

control de la propagación de la bacteria y en la protección contra la enfermedad de Johne (Flynn et 

al., 2004). La progresión de la fase asintomática a la fase clínica de la enfermedad de Johne, está 

asociada a una disminución en la inmunidad mediada por células y un incremento en la producción 

de anticuerpos. Durante la etapa subclínica temprana de infección, el microorganismo desencadena 
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en el hospedador una respuesta celular intensa, que puede estar caracterizada por una fuerte 

reacción de hipersensibilidad tipo IV, respuesta linfoproliferativa en respuesta a mitógenos y 

producción de citoquinas por parte de los linfocitos T estimulados. Distintos estudios en modelos 

experimentales de infección, indican que la protección contra la infección micobacteriana está 

mediada sobre todo por los linfocitos T CD4+, secretores de interferónγ (γIFN) ( 

Figura 3). Adicionalmente, también es requerida la participación de las células T CD8+, que 

también producen γIFN y el factor de necrosis tumoral α (TNF- α) para la resistencia a la infección. 

Pese a que, ha sido focalizada la atención en el rol de las células Tαβ, distintos estudios demuestran 

que las células Tγδ están involucradas en las infecciones micobacterianas (Boom et al., 2002). Las 

células T γδ, son capaces de producir γIFN en respuesta a antígenos micobacterianos, mostrando 

una fuerte activación, es por esto que se postula que al menos, parte de la respuesta innata en la 

respuesta de γIFN observada en terneros jóvenes, se deba a la abundancia de este tipo subtipo 

celular en estos animales.  

 

 
 
Figura 3. Interacción de los distintos tipos celulares en la infección micobacteriana.  

 

En otras especies, se ha descripto un amplio espectro de reconocimiento antigénico por parte de los 

linfocitos γδ (antígenos proteicos, no proteicos y compuestos fosfatados de bajo peso molecular) 

(Batoni et al., 1998; Constant et al., 1994). Welsh et al. (2002) estudiaron el rol de las células Tγδ 

en ganado infectado con M. bovis. Se observó la estimulación de estas células, tanto en presencia 

de antígenos proteicos como no proteicos. Sin embargo, la producción de γIFN estuvo ligada a la 

presencia de antígenos proteicos, mientras que los antígenos no proteicos indujeron sólo una 

respuesta proliferativa. Esto demuestra una respuesta diferencial de las células Tγδ a los distintos 

antígenos. Por otro lado, se sabe que contrariamente a las células Tαβ, las células Tγδ no requieren 

de la interacción con el antígeno presentado en el contexto del Complejo Mayor de 

Histocompatibilidad (MHC) para su activación, ya que estas células tienen la capacidad de ser 

activadas directamente por “superantígenos” micobacterianos, a través de la interacción directa de 
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estos antígenos no convencionales con el receptor T (Kabelitz et al., 2000). Este tipo de interacción 

durante la infección micobacteriana, contribuiría con un desarrollo rápido de una respuesta 

policlonal, sumado a los altos niveles de producción de γIFN. Por lo tanto, se sostiene que estos 

linfocitos tendrían un rol fundamental en el control de la infección por M. avium subsp. 

paratuberculosis, ya que determinarían la magnitud del control de la infección (Coussens, 2001). 

Estas células, parecerían estar involucradas en suplementar la respuesta inmune celular, 

respondiendo a antígenos que no son capaces de estimular a los linfocitos Tαβ (Kabelitz et al., 

2002). La activación de las células CD4+, junto a  la producción de citoquinas pro-inflamatorias 

(γIFN, TNFα, IL-1 e IL-12) y el reclutamiento de linfocitos CD8+ citolíticos al sitio de la infección, 

constituyen al desarrollo de la respuesta inmune adquirida de tipo Th1. Durante la infección 

temprana, la producción de cantidades suficientes de γIFN y TNFα por parte de las distintas 

poblaciones de células T y los macrófagos infectados en la mucosa intestinal, es clave para el 

control de la diseminación de la bacteria. Sin embargo, la producción de estas citoquinas no puede 

contribuir a la eliminación total de la bacteria, existiendo una población de macrófagos 

persistentemente infectados. Como consecuencia, resulta esencial la respuesta citotóxica para 

controlar a esta población. Esta es la principal función de las células T CD8 +, las cuales lisan a las 

células infectadas. La incapacidad de eliminar estos macrófagos infectados lleva al hospedador a un 

lento proceso en el que se incrementa, tanto el daño tisular, como la expansión bacteriana. La 

respuesta inmune mediada por células parece controlar la infección de M. avium subsp. 

paratuberculosis por un período de tiempo considerable, dado que los síntomas clínicos de la 

enfermedad aparecen luego de varios años (entre 2 y 5 años) (Rosseels et al, 2006). Con el 

progreso de la enfermedad desde el estadío subclínico al clínico, la respuesta inmune mediada por 

células disminuye y la respuesta humoral se vuelve predominante. La activación del macrófago y la 

destrucción de la bacteria fagocitada es seguida por la secreción de IL-10, citoquina que suprime la 

actividad T. La producción de IL-10 es una respuesta del sistema inmune a la mayoría de las 

bacterias patógenas, limitando el daño tisular causado por las citoquinas pro-inflamatorias. Sin 

embargo, en la infección por MPTB la supresión de la actividad celular CD4+-Th1 se ve traducida 

en una disminución de la secreción de γIFN. Esta disminución de γIFN permitiría la multiplicación 

de la bacteria en los macrófagos persistentemente infectados. Existen reportes que indican que las 

bacterias pueden inducir la expresión de IL-10 en el macrófago (Flesh y Kaufmann, 1994). Existe 

un cambio de la respuesta predominante, pasando de Th1 a Th2. La subpoblación de linfocitos Th2, 

CD4+, producen citoquinas como IL-4-IL-5 e IL-6, las cuales inducen la inmunidad humoral, 

traduciéndose en un incremento en los niveles de anticuerpos. La respuesta de anticuerpos que se 

genera es incapaz de contener la infección y puede exacerbar la situación, promoviendo la 

fagocitosis de las bacterias opsonizadas por los macrófagos (Coussens, 2001). Este pasaje desde 

una respuesta predominante T helper de tipo 1 (Th1) a una T helper de tipo 2 (Th2), ha sido 

demostrado en ovejas experimentalmente infectadas y en bovinos. Durante el estadío clínico de la 
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enfermedad de Johne el daño del epitelio intestinal es muy extenso, pudiendo haber engrosamiento 

de la mucosa con numerosos granulomas (Coussens, 2001). Durante los estadíos finales de la 

enfermedad la respuesta mediada por células antígeno-específica está ausente o el animal entra en 

estado de anergia, llevando a una rápida diseminación de la bacteria en el hospedador (Stabel, 

2000).  

 

1.4. Diagnóstico de M. avium subsp. paratuberculosis 

Las pruebas disponibles para el diagnóstico de la paratuberculosis, están basadas en la 

detección del agente etiológico o en la detección de respuesta inmune del hospedador (humoral o 

mediada por células). La principal dificultad encontrada en el diagnóstico de la paratuberculosis, 

reside en la identificación precisa de los casos subclínicos. Los animales infectados pueden no 

presentar síntomas durante un período de 3 a 5 años después de la infección, y aún cuando los 

síntomas se hayan presentado, ha transcurrido un intervalo de tiempo suficiente, para que el animal 

contamine el ambiente y disemine la bacteria. La naturaleza lenta y progresiva de la infección, 

complica el proceso diagnóstico. Teniendo en cuenta los 4 estadíos de la enfermedad, mencionados 

anteriormente, las pruebas actuales no detectan fácilmente el estadío temprano de infección, 

conocido como estadío silente (1) y fallan en la detección de algunos de los animales con infección 

subclínica (2). Dada la naturaleza de la enfermedad, con una eliminación intermitente de la bacteria 

y una respuesta inmune diferencial de acuerdo al estadío (Figura 4), un resultado negativo, no 

prueba que el animal está libre de la infección. Actualmente, un diagnóstico efectivo, requiere de la 

utilización de múltiples pruebas complementarias. Se han desarrollado un gran número de pruebas 

y están disponibles comercialmente, sin embargo, el diagnóstico de la paratuberculosis, continúa 

siendo hoy un campo a mejorar.  
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a 4. Respuesta inmunológica típica en animales naturalmente infectados con M. avium subsp. 
berculosis a una edad temprana.  

os basados en la detección de M. avium subsp. paratuberculosis. 

o consecuencia de la naturaleza de la infección descripta más arriba, las técnicas de 

de la bacteria, permanecerán como la prueba definitoria en el diagnóstico de la 

sis. Como se mencionó, el resultado negativo requiere de la confirmación por otras 

. Las técnicas de detección directa o de cultivo, pueden ser llevadas a cabo en el 

e bacteriología sin mayores requerimientos de equipamiento, lo que permite que sean 

 regiones poco desarrolladas, donde la paratuberculosis también representa una 

 a controlar. 

recta de bacilos ácido-alcohol resistentes en materia fecal o tejido. La examinación 

 de materia fecal para el diagnóstico de la enfermedad de Johne, constituyó una 

utilizada en el siglo pasado. Incluso tenía un valor práctico superior sobre el cultivo 

o (Whipple et al., 1991), dado que aún no existían los medios de cultivo ni los 

decontaminación apropiados. La tinción de frotis de materia fecal y observación 

 es uno de los métodos más ampliamente utilizados por su rapidéz y sencilléz, además 

osto. Sin embargo, en muchos casos su sensibilidad es menor a la del cultivo y el 

uiere de la confirmación por otras metodologías.  

encional. Es considerada la prueba más ampliamente utilizada para el diagnóstico de 

ulosis. El método bacteriológico convencional ha sido utilizado por casi 100 años y 

en el cultivo de la micobacteria en un medio apropiado, conteniendo el factor de 
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crecimiento micobactina. Los primeros medios empleados, contenían huevo en su formulación y 

eran suplementados con extractos o suspensiones de otras micobacterias como M. tuberculosis o M. 

phlei para aportar los nutrientes que favorezcan su crecimiento. Luego se reemplazó esta práctica, 

por el producto derivado de la extracción con etanol caliente del compuesto, a partir de M. phlei, 

que hoy se conoce como micobactina. A partir de estos medios primitivos, derivan las 

formulaciones subsiguientes y actualmente utilizadas. Los medios empleados comúnmente son el 

medio de Herrold con yema de huevo o el medio Löwenstein-Jensen modificado. El cultivo de la 

bacteria a partir de materia fecal y tejido es considerado la prueba de oro o prueba confirmatoria, 

pero pese a que puede detectar hasta 100 UFC/g de materia fecal, tiene una sensibilidad muy baja. 

Como consecuencia que la mayoría de los animales infectados, eliminan la bacteria por materia 

fecal en forma intermitente, sobre todo en los estadíos iniciales de la enfermedad, la sensibilidad 

del cultivo está estimada entre 45-50 % (Stabel et al., 2002). Además de la baja carga bacteriana, la 

baja recuperación de la bacteria está asociada también al riguroso proceso de decontaminación que 

es requerido para prevenir el crecimiento de bacterias saprófitas de crecimiento rápido y de hongos. 

Se ha estimado que a partir de este procedimiento, se mata a más del 80 % de la micobacterias 

presentes en la muestra. El crecimiento extremadamente lento (5-16 o hasta 24 semanas), limita a 

esta técnica y se suma el requerimiento de micobactina que incrementa su costo. Algunas cepas de 

MPTB aisladas de oveja, frecuentemente no crecen en los medios de cultivo tradicionales. La 

confirmación de la identidad de las colonias se realiza usualmente por cultivo simultáneo en 

distintos medios, con o sin micobactina. Actualmente, la confirmación del aislamiento, puede 

realizarse por amplificación génica de una secuencia de inserción específica de MPTB, IS900. La 

ventaja del cultivo es que logra el aislamiento de la micobacteria, la cual puede someterse a 

posteriores estudios de identificación por PCR y de tipificación molecular. Adicionalmente, el 

valor informativo del cultivo es importante, dado que el número de UFC de MPTB contabilizado 

en las muestras fecales es considerado una medida del estado de infección del animal (Collins et 

al., 2005). 

 

Cultivo radiométrico o fluorimétrico. Es una técnica basada en la detección radiactiva y fue 

desarrollada para el aislamiento de M. tuberculosis en humanos (BACTEC) y adaptado por Collins 

et al. (1990) para el cultivo de MPTB. El crecimiento de la micobacteria es evaluado mediante la 

cuantificación de la liberación de 14CO2 por el metabolismo bacteriano a partir de la incubación con 

palmitato radiactivo. La principal ventaja de este método sobre el cultivo convencional, es la 

detección de la bacteria en bajo número y la detección de crecimiento en un tiempo menor (7 

semanas). Este tipo de cultivo permite además el crecimiento de una amplia variedad de cepas, 

inclusive las provenientes de ovejas. Las desventajas, están asociadas a los costos elevados de la 

metodología, ya que requiere del instrumental para medir el crecimiento de los cultivos e involucra 

la manipulación de radioisótopos. Recientemente, otros métodos basados en fluorescencia fueron 
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introducidos para el crecimiento de micobacterias, BACTEC MGIT 960 (Becton-Dickinson) y el 

MB Bact (Organon Technika) aunque estas metodologías, están en evaluación para el cultivo de 

MPTB. 

 

Detección por métodos de biología molecular 

El diagnóstico basado en estudios genéticos se presenta como promisorio, aunque aún no 

ha igualado la eficiencia de los métodos basados en el cultivo de la micobacteria. Además, al no 

permitir contar con el organismo viable para estudios adicionales, no son técnicas que reemplacen 

al cultivo y aislamiento de la bacteria (Collins et al., 2005) 

 

Hibridación in situ con sondas de ADN. La secuencia de inserción IS900, fue descripta a finales 

de 1980s (Collins et al., 1989) y es el marcador más ampliamente utilizado para la detección 

específica de M. avium subsp. paratuberculosis. La utilización de sondas, dirigidas contra la región 

5’ puede distinguir en forma específica a MPTB de otras micobacterias incluso de los miembros de 

la misma especie. Esta técnica permite la detección en el tejido afectado, sin necesidad de cultivar 

la bacteria, mientras que la principal desventaja es el costo de la prueba y que es aplicable sólo a 

cortes histológicos, es decir, permite un diagnóstico post-mortem.  

 

Amplificación génica. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), ofrece la posibilidad de 

acortar los tiempos de diagnóstico. La amplificación génica es ampliamente utilizada para 

confirmar la identidad de los cultivos. Esta estrategia, requiere la identificación de una secuencia de 

ADN presente solo en MPTB y no en M. avium subsp. avium u otra micobacteria estrechamente 

relacionada. La secuencia de inserción IS900 es la secuencia de elección. Es una técnica que tiene 

una alta sensibilidad y si es aplicada a muestras de materia fecal o leche, el resultado es 

complementario al cultivo. También es aplicable a muestras de tejido de un animal biopsiado. La 

principal limitación es la presencia de inhibidores en las muestras clínicas y su extrema dificultad 

para removerlos en la extracción del ADN de la muestra. Esto resulta particularmente problemático 

en las muestras fecales, que contienen inhibidores de la PCR como bilirrubina, sales biliares, 

agentes quelantes, pigmentos y compuestos húmicos, que hacen dificultosa la extracción a partir de 

un número reducido de bacterias que se encuentra en esa matriz compleja (Vansnick et al., 2005). 

La combinación del cultivo fecal y posterior PCR podría superar este problema y acortar el tiempo 

del diagnóstico (Harris y Barletta, 2001; Paolicchi et al. 2003). Su aplicación en muestras de leche 

y materia fecal está actualmente en desarrollo y evaluación.  
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1.4.1.1. Diferenciación de los aislamientos de MPTB. 

Análisis en el polimorfismo de los fragmentos de restricción (RFLP). Como consecuencia de la 

dificultad para diferenciar entre los aislamientos de M. avium subsp. avium y M. avium subsp. 

paratuberculosis, la tipificación molecular representa un aporte importante y complementa a las 

técnicas de cultivo. La técnica de RFLP permite diferenciar a los microorganismos por un perfil 

derivado de la digestión del ADN genómico, y posterior separación electroforética de los 

fragmentos. Para aumentar la discriminación, se emplean sondas dirigidas a una secuencia génica. 

Pavlík et al., (1999), propusieron una técnica de RFLP estandarizada, basada en las secuencia 

IS900. Esta técnica permite identificar los aislamientos clínicos, posibilitando además realizar 

estudios de transmición. También permitió la diferenciación entre las cepas ovinas de bovinas 

(Bauerfeind et al., 1996) como así la identificación de aislamientos provenientes del mismo animal 

con un perfil único, constituyendo una evidencia de que la coinfección es posible (Pavlík et al., 

1995). Este método es laborioso y requiere cantidades de ADN relativamente altas y de buena 

calidad. El crecimiento lento de la bacteria y la dificultad del cultivo de algunas cepas como las de 

ovejas, limitan la aplicación de este tipo de técnica. En base a esta técnica, pudimos establecer los 

perfiles más frecuentes en nuestro país (Moreira et al., 1999). Las secuencias polimórficas VNTR 

(Variable Number of Tandem Repeats) y MIRUS (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units), 

dispersas en el genoma de la bacteria, también se utilizan para diferenciar entre las especies del 

MAC y entre cepas ovinas de bovinas (Bull et al., 2004; Romano et al., 2005). 

 

1.4.2. Ensayos basados en la Detección de la Respuesta Inmune 

Son pruebas diagnósticas indirectas que contemplan la evaluación de la inmunidad mediada por 

células o la respuesta humoral del animal.  

Evaluación de la Respuesta mediada por células 

Son pruebas que se realizan en el animal in vivo (intradermoreacción) o ex vivo (liberación de 

γIFN). Se evalúa la respuesta específica frente a una mezcla antigénica conocida como tuberculina 

o Derivado Proteico Purificado (PPD). 

Derivado Proteico Purificado (PPD). Los Derivados Proteicos Purificados son mezclas 

antigénicas no definidas, que se utilizan tanto para las pruebas de intradermoreacción como para la 

estimulación de la liberación específica de γIFN. Se denomina PPD a la mezcla de componentes 

celulares solubles, producidos por el crecimiento de micobacterias en medio líquido. Los métodos 

de producción pueden variar, pero, esencialmente, el producto consiste en proteínas liberadas al 

medio de un cultivo en fase estacionaria, las que son concentradas con sulfato de amonio o ácido 

tricloroacético, después de la inactivación. Dado que el proceso, involucra la inactivación de las 

bacterias por calor, en este producto, se encuentran también proteínas celulares liberadas por la lisis 

de la micobacteria. Las tuberculinas son mezclas complejas de proteínas, lípidos, azúcares y ácidos 

nucleicos, incluyendo una gran variedad de antígenos, muchos de los cuales son comunes a varias 
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especies micobacterianas (Monaghan et al., 1994). La proteínas presentes en este extracto, son 

difícilmente identificables, se ha determinando por gradiente de densidad la presencia de tres 

componentes con densidades que oscilan entre 8.000 S y 12.000 S. Los carbohidratos están 

presentes en cantidades variables y su presencia es favorecida cuando se precipita el PPD con ácido 

tricloroacético (TCA) (25 % contra 3-6 % del total obtenido con sulfato de amonio). Los ácidos 

nucleicos, son el tercer componente de las PPDs, que se encuentran en el rango del 1 % cuando se 

precipita con sulfato de amonio y hasta 26 % cuando se utiliza TCA (SENASA, 2000). La Tabla 3, 

muestra los tipos de tuberculinas disponibles. El contenido de proteínas de las turberculinas no 

predice su actividad biológica, en consecuencia, las PPDs son evaluadas en animales y comparadas 

con un estándar de referencia internacional.  
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Tabla 3.Tuberculinas o PPDs de distintos origenes. Se denominan 
también, PPDh, PPDb, PPDa y PPDj, para indicar humana, bovina, aviar y 
johnina respectivamente (también denominada PPDp, a la derivada de M. 
avium subsp. paratuberculosis). SENASA, 2000. 
s, las tuberculinas son producidas por la Dirección de Laboratorio y Control Técnico 

el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) y por 

torios de la industria privada. 

acción (IDR) o Prueba de la tuberculina. Las pruebas de hipersensibilidad 

únmente conocidas como IDR, han sido utilizadas por muchos años para el 

 la tuberculosis bovina. La prueba, fue originalmente descripta para diagnosticar 

mana por R. Koch, más tarde, la misma técnica fue adaptada para su utilización en 

do se descubrió que los animales tuberculosos tenían una respuesta febril seguida a 

 subcutánea de 0,2-0,5 mL de tuberculina (Monaghan et. al, 1994). En el siglo 

ussu y Mantoux (1908) fueron los primeros en describir la prueba intradérmica 

 el pliegue ano-caudal, que se emplea en la actualidad en el ámbito veterinario. La 

dérmica de tuberculina o derivado proteico purificado de tuberculina (PPD) induce, 
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en el individuo infectado, una reacción inflamatoria localizada a causa de una importante 

infiltración celular en la dermis. Es una respuesta de tipo celular denominada reacción de 

hipersensibilidad tardía (DTH). También se la conoce en los humanos como reacción de Mantoux. 

En forma semejante, en la paratuberculosis, esta prueba es realizada inoculando intradérmicamente 

un extracto de MPTB (PPDj). Un incremento en el grosor de la piel en el sitio de inoculación 

(pliegue ano-caudal) mayor a 4 mm dentro de las 24 a 72 h es considerado positivo. La sensibilidad 

de la prueba es afectada por la potencia y la dosis de tuberculina administrada, el intervalo 

transcurrido entre distintas inoculaciónes, desensibilización del animal, anergia y variaciones del 

observador. Mientras que es la prueba de referencia para los programas de control de la 

tuberculosis bovina, dado que existe una mejor correlación entre el resultado de la prueba y la 

infección del animal, esta prueba no es recomendada para el diagnóstico de paratuberculosis por la 

ausencia de especificidad, consecuencia de la reactividad cruzada con las micobacterias 

ambientales, principalmente las del complejo M. avium. También existe una correlación pobre con 

el estado de infección del animal (Yayo Ayele et al. 2001; Gilot y Cocito, 1993).  

 

Prueba de liberación específica de Gamma-Interferón (γIFN). La técnica de γIFN es un ensayo 

rápido desarrollado por Wood et al. en 1990 (Wood et al., 1990), que puede realizarse a partir de 

sangre entera. El ensayo está basado en la liberación de γIFN a partir de linfocitos sensibilizados 

durante una incubación de, al menos 16 h con un antígeno específico. La detección de γIFN en el 

plasma es llevada a cabo por medio de un ELISA sandwich empleando un anticuerpo monoclonal 

específico. La prueba, también puede ser utilizada para la detección de otras bacterias y virus si los 

antígenos adecuados están disponibles. Para las infecciones micobacterianas producidas por M. 

bovis y M. avium subsp. paratuberculosis se emplean las mezclas antigénicas PPDb o PPDa, 

respectivamente, a las cuales se hizo referencia con anterioridad. 

Alcances y limitaciones de la técnica de γIFN. La prueba de γIFN es la única técnica diagnóstica 

con potencial para diagnosticar paratuberculosis subclínica en animales vivos. Otra ventaja 

importante es que la prueba puede repetirse a cualquier tiempo (contrariamente al ensayo de IDR). 

Dentro de las limitaciones, se encuentra que los animales con paratuberculosis clínica pueden 

presentar una respuesta inmune celular baja y así, resultar negativos a la prueba. Sin embargo, en 

este estadío de la enfermedad, ya se habilitan para el diagnóstico otras pruebas como los ensayos 

serológicos y el aislamiento de la bacteria por cultivo. Algunos animales infectados, que presentan 

una respuesta celular específica por la prueba de γIFN en etapas tempranas, pueden controlar la 

infección manteniendo el estado subclínico y en consecuencia, no permiten ser diagnosticados por 

otras metodologías como las serológicas. Otros animales con paratuberculosis subclínica pueden en 

algún punto, entrar en la etapa clínica de la infección con eliminación bacteriana marcada y 

seroconversión, dando una confirmación retrospectiva de los estudios previos o tempranos de la 

prueba de γIFN. Por estos motivos, no hay prueba de oro disponible para la evaluación de la 
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prueba de γIFN para la enfermedad de Johne subclínica (Jungersen et al., 2002). Por otro lado, la 

técnica de γIFN no puede ser utilizada para el diagnóstico de animales en una etapa tardía de 

infección ya que en esta etapa existe un predominio de respuesta Th2, y en etapas más avanzadas, 

los animales pueden entrar en estado de anergia completa o de desactivación inmune. Esta prueba 

presenta también sus limitaciones frente a animales jóvenes, tanto para el diagnóstico de 

paratuberculosis como para la tuberculosis bovina, ya que en estos animales se presentan muchas 

reacciones falso-positivas. Estos falsos positivos detectados en edades tempranas, estarían 

asociados a que las células T γδ, que son capaces de producir γIFN en respuesta a antígenos 

micobacterianos o a antígenos inespecíficos. Es por esto que se postula que al menos parte de la 

respuesta observada en terneros jóvenes, se deba a la abundancia de este tipo subtipo celular en 

estos animales. De esta manera, el ensayo de γIFN para infecciones micobacterianas no es 

recomendable para ser implementado en animales jóvenes. 

 

Interpretación de la prueba. Existen en la actualidad distintos parámetros de interpretación de la 

prueba, aunque no hay un criterio uniforme (Jungersen et al., 2002; Walravens et al, 2002). Uno de 

ellos es la evaluación de la diferencia absoluta de la densidad óptica (DO450) entre los valores de 

estimulación obtenidos frente al antígeno específico y sin estímulo (PBS). Los valores superiores a 

0,05 o 0,1 unidades (dependiendo del punto de corte), son considerados positivos. Otro criterio es 

contemplar la relación entre los valores de DO450 obtenidos frente a PPDa y PPDb o índice de 

estimulación específico. En el caso del diagnóstico de paratuberculosis, se usa la PPDb como 

antígeno de referencia. Distintos criterios han sido utilizados para confirmar el diagnóstico de 

paratuberculosis de acuerdo a las DO450 relativas de PPDa y PPDb: 

a) PPDb/PPDa menor a 1.( o PPDa mayor a PPDb) 

b) PPDb/PPDa menor a 0,71 (este es el que se conoce como criterio IDEXX) 

Walravens et al. (2002) basaron su criterio de interpretación en el trabajo de Wood et al. (1992) 

Establecieron que una relación PPDb/ PPDa >2 es indicativa de tuberculosis bovina, en cambio una 

relación ≤ 0,7, es indicativa de animales con paratuberculosis, mientras que valores entre 0,7 y 2, 

consideran que la sensibilización es consecuencia del contacto del animal con micobacterias 

ambientales. Cualquiera sea el criterio a considerar, es importarte evaluar, en aquellas regiones 

donde la tuberculosis no está erradicada, la posibilidad de que los animales también estén 

expuestos a M. bovis. 

Detección de la Respuesta Inmune Humoral  

Dado que la respuesta humoral intensa no se manifiesta sino hasta la última etapa de la 

enfermedad de Johne, la sensibilidad de estas pruebas es mayor en animales con lesiones 

lepromatosas, con sintomatología clínica o en aquellos que sean eliminadores de una alta carga 

bacteriana. La limitación principal en relación a esta prueba, radica en la incapacidad de detectar 
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animales en los estadíos tempranos de la infección. Tres pruebas distintas son empleadas 

actualmente para la medición de anticuerpos contra MPTB en el suero de animales infectados: la 

fijación de complemento (FC), la inmunodifusión en agar (conocida por sus siglas en inglés, 

AGID) y el enzimo-inmuno-ensayo, ELISA.  

 

Fijación de Complemento. La FC detecta los anticuerpos que fijan complemento en el suero. La 

especificidad es considerada menor que las técnicas de AGID y ELISA, y la sensibilidad, 

intermedia. Esta técnica detecta los anticuerpos tardíamente respecto de la técnica de ELISA (entre 

1 y 5 meses más tarde). No es una técnica recomendada para el diagnóstico de rutina. 

 

AGID. La técnica de inmunodifusión en gel, ha sido una de las primeras pruebas serológicas 

desarrolladas para el diagnóstico de la paratuberculosis. Esta técnica, tiene una especificidad 

superior al 90 % en animales con signos compatibles con la enfermedad de Johne (estadíos tardíos), 

sin embargo, la sensibilidad está estimada en un 30 %. Pese a que es una técnica simple, la gran 

concentración de antígeno que la técnica requiere, constituye una importante limitación. Esta 

prueba es considerada menos sensible que la técnica de ELISA y la Fijación de Complemento. 

 

Enzimo-Inmuno-Ensayo (ELISA). Para el establecimiento de programas de control en forma 

extensiva, es necesario adoptar técnicas que provean de información diagnóstica y pronóstica, 

permitiendo conocer, por ejemplo, las tropas de animales infectadas. Además, como los rodeos 

deben ser evaluados en forma periódica, los costos son una variable a tener en cuenta. La técnica de 

ELISA es muchas veces, la técnica de elección dada la potencialidad de automatización para el 

análisis de un gran número de muestras y el relativo bajo costo. Algunas variantes del método de 

ELISA han sido utilizadas hasta el momento y existen en la actualidad distintos kits comerciales. 

La sensibilidad puede variar entre el 30 y 45 % y la especificidad entre 84 y 99 % (Collins et al., 

2005). Uno de los aspectos importantes de la técnica, es la preparación de antígeno utilizada para la 

captura de anticuerpos del suero a evaluar, afectando este parámetro en forma directa a la 

sensibilidad y especificidad de la prueba. Distintos antígenos han sido utilizados y varios de ellos 

están disponibles comercialmente. El ELISA más difundido es el que está basado en el antígeno 

protoplasmático PPA (Allied Monitor). Contrariamente a la idea ampliamente difundida acerca del 

origen del antígeno, este no proviene de una cepa de M. avium subsp. paratuberculosis (Jara et al., 

1997, Dr. C. Murdock, Allied Monitor, comunicación personal), en la actualidad se sabe que es una 

cepa de M. avium subsp. avium (M. avium cepa 18) que originalmente se había tipificado como 

MPTB (M. paratuberculosis cepa 18), (Chiodini, 1993b). Otro antígeno, también utilizado en un 

ELISA comercial, es el lipoarabinoman (LAM). Usualmente, se presentan resultados falso 

positivos como resultado de la reacción cruzada con bacterias relacionadas (Mycobacterium sp., 

Nocardia sp., Corynebacterium sp.), o en países donde la tuberculosis bovina es endémica, lo que 
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indica que la ocurrencia de falsos positivos es también geográficamente dependiente. La 

preabsorción del suero con antígenos de M. phlei ha resultado en un incremento en la especificidad 

del ELISA. Este paso remueve los anticuerpos inespecíficos dirigidos contra los antígenos 

compartidos con las micobacterias ambientales o hacia otros que, potencialmente pueden 

reaccionar en forma cruzada con los antígenos de MPTB. Aunque la pre-adsorción de los sueros es 

controversial, dada la disminución que acarrea en la sensibilidad, muchos países la implementan. 

La técnica de ELISA es la técnica que se utiliza para los estudios de incidencia en establecimientos 

de producción y tambos. Los expertos en el control de paratuberculosis recomiendan que cada 

animal positivo por la técnica de ELISA sea confirmado por la técnica de cultivo fecal. 

 

1.4.3. Estudios para la búsqueda y caracterización de nuevos antígenos, candidatos para el 

mejoramiento diagnóstico. 

Numerosos esfuerzos están dirigidos al mejoramiento y desarrollo de nuevos ensayos para 

el diagnóstico de distintas enfermedades causadas por micobacterias tanto en humanos (lepra y 

tuberculosis), como en animales (tuberculosis bovina y paratuberculosis). Dada la amplia 

distribución de las micobacterias del complejo M. avium en el ambiente, las reacciones cruzadas 

con los antígenos compartidos con estas bacterias, se presenta como un problema en el diagnóstico 

de PTB, que se basa en mezclas antigénicas o semipurificadas. Las micobacterias contienen 

numerosos componentes que pueden interaccionar con el sistema inmune del hospedador, siendo 

esencial evaluar la mejor combinación de antígenos y epítopes especie-específicos para el 

diagnóstico de la enfermedad. Muchos estudios se han basado en métodos bioquímicos de 

fraccionamiento y purificación para la obtención de distintos componentes celulares, a partir de 

extractos crudos de la micobacteria y su posterior análisis. El uso de antisueros generados en 

animales de experimentación, ha sido de utilidad para la identificación de proteínas inmunogénicas 

en las distintas fracciones. Olsen et al., (2000) utilizaron para identificar antígenos secretados en el 

complejo M. avium, un antisuero policlonal contra proteínas del filtrado de cultivo de estas especies 

y antisueros contra proteínas conocidas de M. tuberculosis y M. bovis. En este trabajo, detectaron 

una proteína de bajo peso molecular, 14 kDa en micobacterias del MAC, como así el 

reconocimiento de homólogos a 85A, 85B, 85C y 85D del complejo antigénico 85. Romain et al., 

(1993) caracterizaron las proteínas presentes en el filtrado del cultivo de M. bovis BCG e 

identificaron al complejo antigénico de 45/47 kDa (Apa) por medio de una estrategia de selección y 

contraselección con sueros de animales inmunizados con la bacteria muerta o viva. De esta manera, 

identificarían los antígenos que se expresan en la bacteria durante el transcurso de la infección. 

Distintas líneas han contribuído con la identificación de homólogos presentes en otras especies 

bacterianas a partir del estudio de la reactividad cruzada o identidad de secuencias, es el caso de la 

proteína inmunodominante de 35 kDa de M. leprae, presente también en M. avium (Triccas et al., 

1998). En el mismo sentido, los anticuerpos monoclonales han sido empleados para caracterizar 
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antígenos asociados a la pared celular y del filtrado de cultivo de MPTB. De esta manera, se 

caracterizó un antígeno de masa molecular aparente de 34,5 kDa, el cual fue reconocido por el 

anticuerpo monoclonal Mab B6A en un lisado (extracto proteico) de M. avium subsp. 

paratuberculosis, mientras que no reaccionó con el extracto de otras micobacterias, sugiriendo el 

reconocimiento de un epítope especie-específico (Mutharia et al., 1997).  

La biología molecular ha contribuído para ampliar el desarrollo en esta área, que también 

puede proporcionar evidencias para el entendimiento de la inmunopatología de las infecciones. La 

identificación de antígenos a partir de la evaluación de genotecas de expresión, constituye una 

herramienta valiosa. La implementación y utilización del sistema de expresión λ gt11-E. coli 

(Young et al., 1985) ha constituído un avance importante y ha impulsado la identificación y 

caracterización de antígenos micobacterianos. En base a los análisis serológicos de estas genotecas 

(y derivadas de este sistema), se han podido identificar antígenos en distintas micobacterias. 

Sathish et al., (1990) identificaron determinantes antigénicos de M. leprae usando sueros de 

pacientes leprosos; en el mismo sentido, se enfrentó una genoteca de M. tuberculosis con sueros de 

pacientes tuberculosos (Amara y Satchidanandam, 1996) y se identificaron determinantes 

antigénicos que potencialmente discriminarían entre pacientes con tuberculosis e individuos 

vacunados (Bisen et al., 2003). Con la misma estrategia de emplear sueros de pacientes con 

tuberculosis, se identificó la proteína del filtrado de cultivo de 10 kDa (CFP-10) (Dillon et al., 

2000), que en la actualidad, su homólogo en M. bovis, se presenta como uno de los antígenos más 

promisorios para el diagnóstico de la tuberculosis bovina. En el campo veterinario, Bigi et al. 

(1997) identificaron los antígenos p27 y P36 utilizando una genoteca de expresión de M. bovis y 

sueros de animales tuberculosos. Distintos grupos han utilizado la misma estrategia para la 

identificación de antígenos de M. avium subsp. paratuberculosis. De estos trabajos surgieron los 

antígenos de 35 kDa (El-Zaatari et al.,1997), y de 34 kDa (De Kesel et al., 1993). Adicionalmente 

al empleo de sueros, se han utilizado anticuerpos monoclonales y sueros hiperinmunes de animales 

de experimentación para el análisis de las genotecas de expresión (Stevenson et al., 1991). Una 

limitación importante de la evaluación humoral de las genotecas de expresión en fago λ, es que no 

se contempla la identificación de antígenos inductores de la respuesta celular, que es la respuesta 

inicial y protectiva a la infección. Recientemente Nagata et al., (2005) identificaron antígenos de 

MPTB inductores de la respuesta celular (Map10, Map39 y Map41) analizando la capacidad de 

estimular la producción γIFN in vitro por los extractos proteicos de las bacterias transfectadas con 

los fagémidos escindidos de una genoteca de expresión en fago λ. Este trabajo, pese a la 

complejidad del procedimiento, demuestra la adaptación y utilidad de estos sistemas de expresión 

en la identificación de antígenos capaces de estimular la respuesta inmune celular. Otra alternativa 

a la búsqueda de antígenos T, es la implementación de un fraccionamiento de proteínas de la 

bacteria por SDS-PAGE y posterior elusión contínua. De esta manera, las proteínas constituyen 

fracciones de distinto rango de peso molecular. Luego se evalúa la actividad biológica de las 
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fracciones, para finalmente analizar las inmunoreactivas por electroforesis en 2 dimensiones y 

microsecuenciación. Este tipo de aproximación experimental, fue utilizada para el estudio de 

antígenos en M. tuberculosis (Mehrotra et al., 1997; Sudhir et al., 2005) y M. avium subsp. 

paratuberculosis (Rosseels et al., 2005). 

La finalización de la secuencia del genoma de MPTB sumado al conocimiento de la 

secuencia de los antígenos presentes en otras micobacterias, permite el análisis mediante genómica 

comparativa para la búsqueda de genes homólogos. Este tipo de análisis acelera los tiempos en la 

búsqueda de candidatos para el mejoramiento diagnóstico. Realizando un análisis comparativo de 

secuencias in silico, Bannantine et al. (2004), identificaron en el genoma de MPTB, 21 secuencias 

hipotéticas codificantes que no se encuentran en otras micobacterias, de las cuales, 5, demostraron 

ser antigénicas. Si bien esta descripción resulta relevante, no hay estudios extensivos que avalen la 

utilidad diagnóstica de estos genes. Del mismo modo, la disponibilidad de la secuencia del genoma, 

permite evaluar la presencia de antígenos homólogos descriptos previamente en otras 

micobacterias. Se puede citar como ejemplo,  la lipoproteína de 19 kDa de M. tuberculosis, 

también presente en MPTB (MAP0261c), aunque con menor capacidad de inducir respuestas de 

tipo Th1 y Th2 (Huntley et al., 2005). También es el caso de HBHA (Heparin-Binding 

Hemagglutinin Adhesin), descripta en MPTB (Sechi et al., 2006), con capacidad inmunogénica, 

demostrándose la citoadherencia en la línea celular Caco2 y que fue descripta originalmente en M. 

tuberculosis. Contrariamente a la infección micobacteriana en bovinos causada por M. bovis, donde 

se encontraron dos antígenos inmunodominantes promisorios, ESAT-6 y CFP-10 (Vordermeier et 

al., 2001) con potencialidad diagnóstica, en M. avium subsp. paratuberculosis, estos antígenos 

candidatos aún no han sido identificados. 

 

1.5. Situación epidemiológica de la paratuberculosis en el mundo y en Argentina.  

La oficina Internacional de Epizootias (OIE), es un organismo internacional fundado en 

1924 que cuenta con 164 países miembros. Su función es informar a los gobiernos sobre la 

presencia y evolución de las enfermedades animales en el mundo y de los medios para combatirlas; 

coordinar a nivel internacional los estudios sobre la vigilancia y el control de las enfermedades 

animales y armonizar las reglamentaciones de los países miembros en materia de intercambios 

internacionales de animales y productos de origen animal. Tanto la tuberculosis bovina como la 

paratuberculosis son consideradas enfermedades que son importantes desde el punto de vista 

socioeconómico y/o sanitario en el nivel nacional y cuyas repercusiones en el comercio de 

animales y productos son de magnitud considerables. En nuestro país son enfermedades 

endémicas. Estas enfermedades son objeto de un informe anual a la OIE, aunque en algunos casos, 

pueden ser informes más frecuentes.  

La enfermedad de Johne ha sido reportada en cada continente  y es más común en el 

ganado lechero que en el ganado de carne. Los datos de prevalencia estimados en algunos países se 
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presentan en la Tabla 4. La prevalencia de paratuberculosis en Europa oscila entre un 7 % y un 55 

%, mientras que en los Estados Unidos entre un 20 % y 40 % de los rodeos de más de 300 cabezas 

están infectados (entre 11 % y 18 % de portadores subclínicos) y en Australia la prevalencia en 

rodeos lecheros se encuentra entre un 9 % y un 22 %.  

 

 País Prevalencia 
aparente (%) 

 

  

Nueva Zelanda 
 

60  

  

Holanda 
 

55  

  

Dinamarca 
 

47  

  

Estados Unidos 
 

22  

  

Alemania 
 

20  

  

Bélgica 
 

17-4  

  

Inglaterra y Gales 
 

17  

  

Austria 
 

15  

 
Tabla 4. Estimación de la prevalencia de la enfermedad de Johne en 
establecimientos de producción láctea en distintos países del mundo 
(Grant, 2005). 

 

 

 

En 1984, las pérdidas anuales ocasionadas por MPTB en los Estados Unidos fueron 

estimadas en U$S 1.500 millones y estudios recientes calculan pérdidas entre U$S 200 y U$S 250 

millones por año en la industria láctea (Motiwala et al., 2006). Se ha calculado que cuando la 

prevalencia de la enfermedad en un rodeo con enfermedad es igual o mayor al 10 %, el costo 

promedio anual de las pérdidas alcanzaría los U$S 200 /animal. Las pérdidas directas causadas por 

paratuberculosis son: a) disminución en la producción de carne y/o leche, b) disminución de la 

fertilidad, con un incremento del intervalo entre partos, c) prematura eliminación de los animales 

del rodeo, d) pobre conversión alimenticia, e) aumento de la susceptibilidad a otras enfermedades 

infecciosas (se estima que el desarrollo de mastitis es entre 4 a 7 veces mayor respecto de los no 

infectados), f) pérdida en el potencial genético y en los mercados de exportación y, g) un 

incremento en los costos derivados del uso de medicamentos. Por estos motivos y su potencialidad 

zoonótica, que se discute más adelante, el control de la enfermedad se considera de alta prioridad, 

para lo cual la aplicación de planes estatales de control son considerados estratégicos en los países 

desarrollados. Argentina no cuenta con una caracterización epidemiológica global de 

paratuberculosis, como tampoco existen datos concretos en Sudamérica. La información regional 

de Argentina indica una seroprevalencia entre el 7,2 % y 19,6 % en rodeos de cría de la Cuenca del 

Salado (Provincia de Buenos Aires) (Paolicchi et al., 2003).  

Por otro lado, el diagnóstico clínico se ha incrementado en el último tiempo entre un 5 % y 

10 %, siendo los valores previos menores del 3 % y se han observado cambios en el 
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comportamiento de la enfermedad, ya que la presentación clínica es cada vez más frecuente en 

animales jóvenes (a partir de los 18 meses de edad), incorporando de esta forma a la invernada, 

como otra categoría de riesgo. Estudios previos en nuestro país, estimaron una disminución en la 

producción de carne y/o leche que alcanzaría hasta un 19 %. Según los datos de seroprevalencia de 

paratuberculosis, la estimación preliminar de las pérdidas económicas referentes al valor bruto de 

la producción ganadera y de la comercialización y flete, durante el año 2001 son de 

aproximadamente U$S 22.0 millones (zona de cría de la Cuenca del Salado) y de U$S 6.3 millones 

(Cuencas Lecheras) en el resto de la Provincia de Buenos Aires. Por otro lado, se identificó a la 

enfermedad como una problemática de impacto económico en la cría de ciervos colorados (Cervus 

elaphus) en cautiverio (Paolicchi et al., 2001).  

 

1.5.1. Estrategias para el control de la paratuberculosis 

Distintas formulaciones de vacunas, han sido evaluadas a la fecha, empleando bacterias 

vivas, atenuadas o no atenuadas, organismos muertos por calor y bacterias rotas mecánicamente. 

La vacunación consistió originalmente en la inoculación sub-cutánea de bacilos vivos no atenuados 

en animales de 1-30 días, y se implementó en el año 1926. En la actualidad, según las 

especificaciones de la Oficina Internacional de Epizootias (OIE), las vacunas deben estar 

constituídas por organismos vivos atenuados o bacterias muertas administradas junto con 

adyuvante. Dados los actuales debates en torno a la naturaleza zoonótica de MPTB, el uso de 

vacunas vivas, no está permitido en algunos países como Holanda. Si bien la efectividad de la 

vacunación para controlar la infección no está demostrada, reduce la cantidad de animales con 

enfermedad clínica y el número de excretores (Wentink et al., 1994). Las desventajas de la 

vacunación, radican en que los animales se vuelven serológicamente positivos descartando la 

posibilidad de un diagnóstico basado en anticuerpos. Los animales vacunados también se 

sensibilizan a la tuberculinización con PPD bovina, utilizado en el programa de control y 

erradicación de la tuberculosis bovina.   

Dada las características de las técnicas diagnósticas, presentadas anteriormente, es 

necesaria la implementación de técnicas complementarias y el análisis periódico de los 

establecimientos para conocer el estado real de infección. La detección de animales positivos y 

remoción de los mismos, son normas ampliamente aceptadas (test-and-cull) para la erradicación de 

la enfermedad, sumadas a distintas pautas de manejo que se mencionarán más adelante. El estudio 

de los reservorios naturales de la bacteria es importante al momento del control y erradicación de la 

enfermedad. En nuestro país se registró un aislamiento de mouflon (Ovis musimon) (Bernardelli et 

al., 2005). Este aislamiento, fue tipificado por RFLP en nuestro laboratorio, y tuvo el perfil 

identificado como el más abundante en nuestro país para los aislamientos bovinos (datos no 

publicados). En Argentina, no hay estudios de la presencia de la bacteria en fauna salvaje, aunque 

está proyectada su evaluación en el marco de un proyecto institucional del INTA. Se aisló M. 
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avium. subsp. paratuberculosis de distintos animales de la fauna salvaje y doméstica en diferentes 

regiones geográficas ( 

Tabla 5). Si bien la asociación con la patología no está demostrada en estos animales, se 

pone en evidencia que esta bacteria puede colonizar una variedad de especies, incluso 

monogástricas, constituyendo reservorios potenciales de la enfermedad. La posibilidad de la 

transmisión inter-especies y el rol de la fauna salvaje en la epidemiología de la paratuberculosis 

pueden condicionar la eficacia  de los programas de control de la enfermedad (Greig et al., 1999).  

 

 

Especie* 
 

País 
 

Especie 
 

País 

 

Urdus arctos  
(Oso marrón) 

 

Eslovaquia 
Alces alce  

(Alce) 
USA 

 

Dama dama  
(Gamo) 

 

Rep. Checa 

Alemania 

USA 

Mustela erminea 
(Armiño de cola negra) 

Reino Unido 

Ovis musimon    
  (Mouflon) 

 

Argentina*1

Rep.Checa 

USA 

Alemania 

Cervus elaphus (Ciervo 

rojo) 

 

Argentina*2

Rep. Checa 

Escocia 

Irlanda 

N. Zelanda 

 

Pudu pudu 
(Pudú) 

Bélgica 
Capra hircus 
(Cabra enana) 

Alemania 

 

Camelus bactrianus 
(camello de Bactriana) 

 

USA 
Vulpes vulpes 

(Zorro)  
R. Unido 

 

Oryctolagus cuniculus 

(Conejo) 

 

R. Unido 
Lama pacos 

(Alpaca) 
Australia 

 

Equus asinus form. Dom 
(Asno enano) 

Holanda 
Macaca arctoides 

(Macaco de cola corta) 
USA 

 
Tabla 5. Listado de especies hospedadoras de M. avium subsp.  paratuberculosis. Se incluyen especies 
de la fauna salvaje como animales domésticos o en cautiverio. * junto al nombre específico, se indica 
entre paréntesis, el nombre vulgar correspondiente. Tabla adaptada de Pavlik et al., (2000); *1Bernardelli 
et al., (2005); *2Paolicchi et al., (2001) 

 

 

 

 33



 

 

 

1.5.2. La situación actual en el control de la paratuberculosis en nuestro país. 

La paratuberculosis bovina ha sido identificada en algunas regiones de nuestro país, pero 

en términos generales, existe desconocimiento de la importancia real del problema. La presencia de 

síntomas clínicos de la enfermedad de Johne (diarrea persistente, pérdida de peso, desmejoramiento 

progresivo) es sólo la puesta en evidencia de una pequeña fracción del problema, ya que por cada 

caso clínico que se presenta en un establecimiento se estima que hay entre 4 y 8 animales con 

enfermedad sub-clínica y son portadores asintomáticos (Grant, 2005). En la gran “ventana” que 

representa el período que va desde la infección hasta la aparición de la sintomatología (entre 2 y 5 

años), los animales portadores asintomáticos pueden contaminar el ambiente del lugar de cría y 

potencialmente infectar a otros animales o pueden ser vendidos a otros productores diseminando la 

enfermedad a otros establecimientos. La realidad de la enfermedad en nuestro país se presenta con 

una cantidad de casos subestimada. En parte, consecuencia de la inexistencia de un plan Nacional 

oficial que obligue al productor a informar los casos positivos. Se suma muchas veces el 

desconocimiento de la enfermedad por parte de los veterinarios y productores. Recientemente, se 

ha promovido en nuestro país el control voluntario de la paratuberculosis en establecimientos 

“piloto” para caracterizar la población afectada en los distintos sistemas de producción y regiones 

del país (INTA-Balcarce). Estos trabajos permitieron reconocer una amplia difusión de la 

paratuberculosis en rodeos lecheros y de carne, donde la producción se ha intensificado en los 

últimos años. Este modelo está basado en la experiencia institucional local (INTA) y en la de otros 

países donde se implementan planes de control y erradicación de la enfermedad de Johne.  

Algunas medidas de manejo y prevención de la paratuberculosis son descriptas a continuación: 

1) Los terneros nacidos de una madre positiva son susceptibles a contraer la infección, 

dado que la bacteria es excretada tanto en calostro como en leche, y por la materia fecal. Los 

sustitutos de leche, cuando son utilizados para la alimentación de los terneros de tambo, disminuye 

la probabilidad de infección. El uso de pasteurizadores para el tratamiento de leche cruda y la 

alimentación de los terneros en las guacheras ha demostrado ser de utilidad. Donde alejar a la cría 

de la madre es la medida más útil. 

2) Si la presencia de hembras positivas es alta, existe una alta exposición y probabilidad de 

contagio en los animales de reposición. Por lo tanto, las hembras de un rodeo deben ser 

reemplazadas con terneras de madres negativas.  

3) Para determinar la tasa de infección en un rodeo, se recomiendan las técnicas serológicas 

como ELISA y el cultivo fecal para el aislamiento de la bacteria. Ambas técnicas aplicadas en 

combinación,  incrementa  la sensibilidad diagnóstica. 
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4) Las pasturas muy contaminadas no deben ser utilizadas por animales susceptibles (desde 

el nacimiento hasta los 6 meses). Los animales jóvenes deben ser destinados a campos con pasturas 

nuevas y evitar el manejo conjunto con bovinos adultos. 

5) Los animales nuevos, que entran un establecimiento, deben tener un diagnóstico 

negativo de paratuberculosis o provenir de establecimientos que estén libres de la enfermedad por 

lo menos durante los 4 años previos a la compra del animal. 

             6) Todo programa de diagnóstico y control de la enfermedad debe extenderse por al menos 

5-6 años. El abandono puede implicar un incremento en la prevalencia de la enfermedad y por lo 

tanto, la pérdida del esfuerzo previo en llevar a cabo el programa.  

Las medidas higiénicas que preserven a las instalaciones y los alimentos, del contacto con materia 

fecal contaminada, sumados a las medidas asociadas al control sanitario de los adultos contribuyen 

al control de la transmisión en los rodeos. 

1.6. El rol zoonótico de MPTB: Un debate abierto  

La enfermedad de Crohn en el humano es una forma de enteritis granulomatosa que fue 

históricamente comparada por su semejanza, con la tuberculosis intestinal. Es una enfermedad 

inflamatoria crónica que está caracterizada por una pérdida de peso contínua, dolor abdominal y 

diarrea. Pese a que el íleon distal es comúnmente afectado, cualquier zona del tracto digestivo 

puede estar involucrada. La morbilidad es alta y aunque pueden haber remisiones temporarias, es 

una enfermedad de por vida. La enfermedad afecta típicamente a personas jóvenes entre 16 y 25 

años. El tratamiento involucra desde anti-diarreicos, agentes anti-inflamatorios para tratar los 

síntomas, drogas inmunosupresoras, e incluye en muchos casos la cirugía, para remover las zonas 

del intestino afectadas para evitar complicaciones como obstrucciones y formación de fístulas 

(Grant, 2005).  

La idea de que MPTB puede causar la enfermedad en el humano fue propuesta 

originalmente por Dalziel en 1913 (Hermon-Taylor, 2001). En 1901, este cirujano intervino 

quirúrgicamente a un colega con inflamación crónica intestinal. Como Dalziel tomó conocimiento 

para entonces de la enfermedad de Johne, recolectó evidencias con otros casos y publicó sus 

observaciones en la Revista Británica en 1913 (Dalziel, 1913). Escribió entonces, que las 

características histológicas de la enfermedad que describía en los humanos eran similares a aquellas 

de la enfermedad de Johne, justificando así la propuesta de que eran la misma enfermedad, pero el 

caso quedó abierto, dado que no pudo detectar la presencia de bacilos ácido-alcohol resistentes en 

las muestras analizadas (Yayo Ayee et al. 2001). El nombre de la enfermedad deriva de la 

descripción de 8 casos de ileítis focalizada realizada por Crohn, Ginsburg y Oppenheimer en 1932 

(Crohn et al., 1932), en el Hospital Mount Sinai de Nueva York. La idea de una etiología 

micobacteriana persistió con el transcurso de los años pese a la imposibilidad de detectar o aislar la 

bacteria y se reforzó en los años 80, con el primer aislamiento. El reporte del aislamiento de MPTB 
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a partir de muestras de tejidos de pacientes con enfermedad de Crohn, impulsó nuevamente la 

especulación del posible rol de esta bacteria en la etiología de la enfermedad (Chiodini et al., 

1984). En ese trabajo, se describió la obtención de 3 aislamientos de Mycobacterium sp. 

(denominados por los autores “Linda”, “Dominic” y “Ben”) a partir de muestras de íleon terminal 

de tres pacientes con enfermedad de Crohn. El cultivo primario de estas tres cepas llevó entre 3 y 

18 meses y existe también un aislamiento posterior (“Leona”), recuperado luego de 30 meses de 

cultivo (Chiodini et al., 1986). La dificultad del aislamiento se justificaría por la presencia de las 

micobacterias como esferoplastos (células sin pared celular) en los tejidos humanos. En 

consecuencia, según lo descripto por Chiodini, las primeras formas de crecimiento in vitro son 

Ziehl-Neelsen negativas pero a tiempos largos de cultivo (mayores a 1 año), estas formas revierten 

y son positivas a la misma tinción. Este mismo hecho, justificaría el por qué no es detectada la 

presencia de células ácido-alcohol resistentes en los cortes histológicos de pacientes con Crohn.  

Más tarde, McFadden et al. (1987) identificaron por técnicas moleculares a estos 

aislamientos como M. paratuberculosis (actualmente reconocida como una subespecie de la 

especie avium). A partir de este primer aislamiento, distintos grupos de investigación también han 

reportado el aislamiento de la bacteria en pacientes con Crohn (Sechi et al., 2005). Los estudios de 

hibridación in situ utilizando como sonda la secuencia IS900, demostraron la presencia de ADN de 

MPTB en el tejido de aproximadamente el 70 % de pacientes con Crohn (Sechi et al., 2001, 2004). 

Estos estudios fueron cuestionados, dado que no se realizó el análisis en un grupo control. Sin 

embargo, Romero et al., (2004) obtuvieron un resultado similar en los pacientes con Crohn 

estudiados, mientras que ninguno de los pacientes del grupo control tuvieron señal positiva que 

indique la presencia de la bacteria. Estos estudios de hibridación in situ y otros de PCR (Collins et 

al., 2000; Ryan et al., 2002) permiten la detección de las formas celulares sin pared en los tejidos 

humanos. Otra evidencia fue aportada por los ensayos sexológicos. Distintos trabajos demostraron 

el reconocimiento de proteínas de la bacteria por parte de los pacientes con Crohn (Collins et al., 

2000, Naser et al., 2000). 

Sin embargo, que MPTB sea detectado por cultivo, PCR o hibridación in situ más 

frecuentemente en pacientes con Crohn que en los pacientes control, no implica necesariamente 

que dicha bacteria sea el agente causal. Esto ciertamente pone en evidencia una asociación entre la 

presencia de la bacteria y la enfermedad en el mismo paciente, pero no implica necesariamente una 

consecuencia, es decir, que la bacteria haya iniciado la enfermedad en el individuo. Este argumento 

fue sostenido por el Comité en Diagnóstico y Control de la enfermedad de Johne (2003). En este 

sentido, existen varias teorías que explicarían la presencia de MPTB en el intestino de los pacientes 

con Crohn. Una de ellas, postula que la presencia de la micobacteria puede ser consecuencia de una 

infección secundaria, también podría ser un agente que sólo coloniza el intestino sin ser virulento. 

Estas teorías, se contraponen a la hipótesis de que la bacteria es el agente infeccioso primario que 

causa la enfermedad de Crohn. La carencia de datos epidemiológicos que describan casos de 
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transmisión entre personas (como los que se cuenta en la tuberculosis humana), impide lograr un 

consenso generalizado al respecto. 

Distintos estudios describen un gradiente Norte-Sur en la incidencia geográfica de la 

enfermedad de Crohn. Esto fue observado tanto en los países europeos, donde el estudio involucró 

20 centros entre los años 1991-1994, como en Canadá (European Commission, 2000). Estas 

diferencias sugerirían que distintas variables como el clima, la dieta, el agua de consumo u otras 

condiciones ambientales pueden representar factores de riesgo para contraer la enfermedad en las 

distintas áreas geográficas del mundo. Si la hipótesis de que la enfermedad de Crohn en humanos 

es causada por MPTB, y que la bacteria deriva de la infección de animales con paratuberculosis, se 

esperaría una convergencia o solapamiento entre la incidencia geográfica y la prevalencia de las 

dos enfermedades. La ausencia de datos confiables de prevalencia, especialmente de 

paratuberculosis en las áreas donde se cuenta con datos precisos de incidencia de la enfermedad de 

Crohn, impide llegar a una conclusión en ese sentido. Por otro lado, es posible que tal como ocurre 

en los animales, los signos de la enfermedad en el humano se manifiesten luego de muchos años de 

la infección, por lo tanto, el análisis comparativo de incidencia actual de Crohn debería realizarse 

con los datos retrospectivos de incidencia de paratuberculosis (10-15 años anteriores), nuevamente, 

la ausencia de estos datos hacen imposible dicho análisis. 

La discusión ha sido planteada y subsiste a la fecha el debate en distintas Reuniones 

científicas y revistas de impacto internacional (European Commission, 2000, Commitee on 

Diagnosis and Control of Johne’s disease, 2003, National Association for colitis and Crohn’s 

disease, 2003, Hermon-Taylor, 2001, Roholl et al., 2002). Las distintas asociaciones mantienen 

una posición neutral a escéptica, en la que sostienen que “no hay evidencias suficientes que 

confirmen o descarten la etiología zoonótica de la enfermedad de Crohn”. Sin embargo, muchas no 

niegan una evidente asociación entre la presencia de la bacteria y la enfermedad. En este sentido, 

llama la atención el reporte derivado de la Reunión conjunta de la WHO/FAO/OIE sobre 

enfermedades zoonóticas emergentes, realizada en Mayo de 2004 en Suiza. Allí se menciona a las 

enfermedades que son consideradas “zoonosis clave” de interés en la región, y la paratuberculosis 

aparece mencionada como una de estas enfermedades (WHO/FAO/OIE, 2004). Fuera de este 

reporte, de acuerdo a nuestro conocimiento, no existe ningún otro documento derivado de 

Organizaciones Nacionales o Internacionales, donde se puntualice el rol zoonótico de la bacteria. 

Los investigadores que sostienen la línea del rol zoonótico de MPTB, hacen hincapié en distintos 

factores, que inducen justificadamente a pensar en que deben tomarse medidas tendientes a 

controlar la problemática. Estos factores se discuten a continuación. 

1- Las vacas de tambo con infección subclínica pueden excretar MPTB en su leche. Es una 

de las vías por las cuales la bacteria puede pasar desde la madre a la cría cuando ésta es más 

susceptible. M. avium subsp. paratuberculosis es más resistente al calor que M. bovis, recordemos 

que las condiciones de tiempo y temperatura de la pasteurización fueron diseñados para matar esta 
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bacteria. La destrucción de la totalidad de los organismos viables utilizando la actual metodología 

de pasteurización (72 ºC, 15 s), no está garantizada. Un estudio llevado a cabo por el Departamento 

de Agricultura y desarrollo Rural, en la Universidad de Queen, Belfast, encontró que el 1,7 % de 

las leches pasteurizadas muestreadas en Gran Bretaña, contenían MPTB cultivables. Esta 

exposición frente a esta bacteria potencialmente zoonótica, convierte a esta situación en una 

situación similar a la exposición frente a M. bovis, previo a la introducción de la pasteurización en 

la mitad del siglo 20. Distintos grupos han aislado al bacilo a partir leche pasteurizada. Muchos 

estudios se realizaron bajo condiciones de estudio experimental, aunque otros analizaron leches 

luego del proceso industrial de pasteurización o listas para el consumo (Chiodini y Hermon-Taylor, 

1993, Grant et al., 2002; Hope et al., 1996; O`Reilly et al., 2004). En nuestro país existe un reporte 

sobre el aislamiento de la bacteria a partir de leches comercializadas (Cirone et al., 2007). Pese a 

que los resultados al respecto son discordantes, se puede afirmar que ocasionalmente algunas 

bacterias viables pueden sobrevivir al proceso de pasteurización. Los factores involucrados son 

desconocidos, pudiendo contribuir a su resistencia térmica, el número inicial de bacterias y la 

tendencia a agregarse de las mismas. 

2- Los animales infectados excretan MPTB en las pasturas. Los reservorios salvajes 

contribuyen a la diseminación y a la contaminación en el ambiente. Los problemas causados por 

esta micobacteria difieren a los causados previamente por M. bovis en que MPTB puede sobrevivir 

por largos períodos en el ambiente (Whittington et al., 2005). Es probable que MPTB sea tomado 

del ambiente por amebas y que en estas pueda sobrevivir. El agua tomada de lagos y ríos 

contaminados constituye un nexo entre la bacteria y la población. Es inevitable que las poblaciones 

que comparten la misma región geográfica con animales infectados extensivamente, estén 

expuestos a este patógeno. 

 Sin lugar a dudas, es necesaria la convergencia de estudios multidisciplinarios para la 

obtención de resultados concluyentes y poder así evaluar la verdadera naturaleza de la etiología de 

la enfermedad de Crohn. Sin embargo, hasta tanto no se cuente con evidencias suficientes para 

desestimar su ingerencia en esta patología, es imperativo tomar las medidas necesarias para 

disminuir la incidencia de la bacteria en los rodeos y así disminuir el riesgo del contacto de la 

bacteria con el humano a través del consumo de agua y alimentos contaminados. 
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2- OBJETIVOS 

 

2.1. Identificar antígenos de M. avium subsp. paratuberculosis (MPTB). 

- Construir una genoteca de expresión utilizando el vector λ-ZapII. 

- Realizar un análisis inmunológico de la genoteca empleando sueros de animales con 

paratuberculosis y sueros hiperinmunes generados en animales de experimentación. 

- Caracterizar las secuencias derivadas de este análisis. 

 

2.2. Estudiar en MPTB, la presencia de distintos antígenos homólogos presentes en las 

micobacterias del complejo M. tuberculosis. 

 

2.3. Caracterizar los antígenos seleccionados en los puntos 2.1 y 2.2. 

- Estudiar la expresión de los antígenos en otras especies micobacterianas, por medio de antisueros 

hiperinmunes específicos. 

- Caracterizar la respuesta inmunológica humoral con un panel de sueros de animales sanos y con 

paratuberculosis  por técnicas de inmunoblot. 

 

2.4. Evaluación “a campo”, de la respuesta inmunológica celular de los antígenos recombinantes 

derivados de los puntos 2.1 y 2.2, y de diferentes Derivados Proteicos Purificados (PPD) en rodeos 

bovinos infectados con paratuberculosis de nuestro país. 

- Evaluar la capacidad de estimular la liberación de γIFN de los antígenos y combinaciones   

antigénicas. 

- Producir una PPD a partir de un aislamiento local de M. avium subsp. paratuberculosis y evaluar 

comparativamente la respuesta de los animales estudiados a las PPD de referencia. 

- Evaluar la presencia de los antígenos estudiados en las distintas PPDs empleadas en este análisis. 

 

2.5. Seleccionar con los animales del muestreo “a campo”, un antígeno recombinante candidato 

para la evaluación de la respuesta humoral por la técnica de enzimo-inmuno-ensayo (ELISA). 

- Evaluar la posibilidad de implementar un diagnóstico serológico en leche. 
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3. MATERIALES Y METODOS 

3.1- Descripción general del sistema utilizado para la construcción de la genoteca de M. avium 

subsp. paratuberculosis.  

Vector de clonado y expresión 

En el presente trabajo, se utilizó el vector de expresión λ Zap II (Stratagene). Este vector 

tiene 6 sitios únicos de clonado pudiéndose insertar fragmentos de ADN de hasta 10 kb de 

longitud. λ Zap II permite la escisión in vivo y recircularización de cada inserto clonado para 

obtener el fagémido p-Bluescript (forma híbrida entre un fago y un plásmido). Este evento 

posibilita el análisis de la secuencia clonada en un sistema plasmídico (Figura 5). El plásmido p-

Bluescript tiene un sitio múltiple de clonado flanqueado por las secuencias de los promotores T3 y 

T7, estas pueden ser empleadas para secuenciar el inserto de ADN clonado. El promotor lacZ 

dirige la expresión de proteínas de fusión para ensayos de Western blot o purificación de proteínas, 

mientras que el gen lacZ, es requerido para estrategia de selección, basada en la actividad de la 

enzima β-galactosidasa. 

 

                                     

1) 

2) 

3)        Escisión automática 

           del fagémido pBluescript  

                                   

 

 

 

 

 

Figura 5. Descripción del sistema λ-Zap (Stratagene). Se 
muestran los sitios de clonado y la escisión automática del 
fagémido pBluescript. 
 

Clonado del fragmento de ADN 

Selección del clon de interés 
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Cepa hospedadora utilizada en los ensayos. La utilización de E. coli XL1-Blue MRF’ como cepa 

hospedadora, en presencia de los sustratos correspondientes, optimiza la diferenciación de la 

coloración producida por los fagos no recombinantes (placas de lisis azules), de la de los fagos 

recombinantes (placas de lisis incoloras), mediante el mecanismo de α-complementación de lacZ. 

El episoma F’ presente en XL1-Blue tiene dos propósitos fundamentales. El primero, el episoma 

contiene la mutación ∆M15 del gen lacZ requerido para la α-complementación del amino terminal 

del gen lacZ presente en el vector λ Zap, generándose entonces la actividad β-galactosidasa. La 

inserción de un fragmento de ADN en el sitio múltiple de clonado, dentro del gen lacZ, interrumpe 

la funcionalidad de este gen, resultando en placas de lisis incoloras. La segunda función del 

episoma F’ es que este, contiene los genes para a expresión del pili bacteriano F’, que es requerido 

para la infección de los fagos filamentosos. La conversión de un clon λ Zap a fagémido p-

Bluescript, requiere de la superinfección con un fago filamentoso (fago helper o asistente), el fago 

R408. Finalmente, el episoma F’ contiene el represor lac que bloquea la transcripción en ausencia 

del inductor, IPTG. Este episoma es mantenido selectivamente en presencia de tetraciclina, dado 

que este contiene también el transposón Tn10 que codifica para el gen de resistencia a la 

tetraciclina.  

3.2- Construcción de la genoteca 

3.2.1. Clonado en el sistema λ ZapII 

Digestión del ADN de M. avium subsp. paratuberculosis. Se utilizó para la construcción de la 

genoteca, el ADN genómico de un aislamiento salvaje de MPTB. Con el objetivo de realizar una 

digestión parcial del ADN, fueron seleccionadas enzimas con alta frecuencia de corte en el genoma 

micobacteriano y cuyos sitios de restricción fueran compatibles con los presentes en el sitio 

múltiple de clonado del vector λ-Zap. Se trabajó con las enzimas PvuII y EaeI, (New England 

BioLabs). Se evaluaron distintos tiempos de digestión y relaciones ADN:enzima. En base al patrón 

de digestión observado, se decidió utilizar el ADN de MPTB digerido con EaeI. Este sitio es 

compatible con el sitio de clonado NotI del vector λ -Zap II. Se evaluaron distintos tiempos de 

digestión a 37°C, de 20 min a 180 min y distintas condiciones de inactivación de la enzima. Se 

empleó un protocolo de inactivación térmica a 65 °C por 20 min (siguiendo las indicaciones del 

fabricante) y de 75 °C por 1 h. También fue evaluada la inactivación química de la enzima 

empleando EDTA 12,5 mM.  

 

Digestión del vector. Previo a la digestión del vector, se ligaron los sitios Cos de acuerdo a las 

recomendaciones del fabricante. Luego se digirió la totalidad del vector pre-ligado (2 µg) con 5 U 

de la enzima NotI (Promega) en un volumen final de 20 µL. La reacción de digestión se realizó a 

37 ºC durante 1 h. Luego se trató con 1µL de fosfatasa alcalina (Promega) por 30 min a 37 ºC. Por 
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último, se concentró el ADN por precipitación por alcohol, de acuerdo al protocolo descripto por 

Sambrook et al., (1989) y se resuspendió en buffer TE. 

 

Ligación del ADN bacteriano con el ADN del vector. Se ligó 1µg del vector con 0,4 µg del ADN 

digerido. La ligación se realizó con la enzima ADN ligasa T4 (Promega). La reacción de ligación 

transcurrió a 4 ºC por 16 h. 

 

Empaquetamiento de los fagos. Se utilizó el extracto de empaquetamiento Gigapack III Gold 

(Stratagene) y se procedió de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se descongeló el extracto 

de empaquetamiento y se le agregó 50 µL del extracto al ADN ligado. Se mezcló y se incubó a 

temperatura ambiente por 2 h. Luego se agregó 0,5 mL de buffer SM (NaCl 0,58 %, MgSO4 0,2 %, 

Tris-HCl 0,05 M pH 7,5 y gelatina 0,01 %), 20 µL de cloroformo y se conservó a 4 °C. 

 

Evaluación de la eficiencia de la ligación y empaquetamiento. Se incubó la reacción de 

empaquetamiento con 200 µL de E. coli XL1-Blue crecidas a una DO600 de 0,5 en medio Luria 

Bertani (LB) (NaCl 10 g, Bacto-triptona 10 g y extracto de levadura, 5 g por litro) adicionado con 

maltosa 0,2 % (p/v) y MgSO4 10 mM. La incubación se realizó con agitación durante 15 min, luego 

se agregó 3 mL de agarosa 0,6 % (top agar), preparada en medio LB. Previamente el top agar fue 

disuelto al microondas, luego de templar (48 °C), se lo adicionó con 50 µL de X-Gal 250 mg/mL 

disuelta en dimetilformamida y 15 µL de IPTG 0,5 M. La mezcla se plaqueó inmediatamente en 

placas conteniendo LB-agar y se incubó a 37 °C entre 6 y 10 h hasta la visualización de placas de 

lisis. Se procedió luego al recuento de las placas para el cálculo de las UFP/mL (Figura 6). 
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Figura 6. Representación simplificada de la construcción de la genoteca de M. 
avium subsp. paratuberculosis en el vector λ-ZapII (Stratagene). 
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Amplificación de la genoteca. Se amplificó la genoteca, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Se mezclaron alícuotas de los fagos empaquetados con 600 µL de bacterias E. coli XL1-Blue 

ajustadas previamente a una DO600 de 0,5, se realizaron diluciones adecuadas de las alícuotas para 

obtener aproximadamente 50.000 clones recombinantes por placa de Petri y se incubó durante 15 

min a 37 °C. Se mezclaron las células transfectadas con 7 mL de top agar a 48 °C, se plaqueó en 

placas de Petri de 150 mm de diámetro conteniendo LB-agar y se incubaron de 5 a 8 h a 37°C. 

Luego se le agregó a cada placa 10 mL de buffer SM (NaCl 0,58 %, MgSO4 0,2 %, Tris-HCl 0,05 

M, pH 7,5 y gelatina 0,01 %) y se incubaron a 4 °C en agitación toda la noche. Al día siguiente se 

recuperaron las suspensiones de fagos, se lavaron las placas con 2 mL adicionales de buffer SM y 

se mezclaron las distintas fracciones. Se removieron los restos celulares por centrifugación a 4.000 

xg, se recuperó el sobrenadante, se agregó cloroformo al 0,3 %, luego se fraccionó en alícuotas y se 

conservó a 4 °C hasta su utilización. De una fracción, se realizaron diluciones seriadas y mediante 

el protocolo descripto previamente, se tituló la genoteca amplificada en presencia de X-Gal/IPTG. 

 

3.2.2. Evaluación inmunológica de la genoteca de expresión  

Para los ensayos de inmunodetección (análisis primario) se utilizaron bacterias E. coli 

XL1-Blue crecidas en medio LB conteniendo tetraciclina 12,5 µg/mL. Para cada ensayo en placa 

de Petri de 150 mm se utilizaron 0,6 mL de células, las cuales fueron infectadas con 

aproximadamente 5x104-1x105 unidades formadoras de placas. Se utilizaron 7 mL de top agar. 

Luego de incubar a 37 °C durante un período no inferior a 4 h, se cubrió la superficie de la placa 

con un disco de nitrocelulosa de 150 mm de diámetro (Hybond-ECL, Amersham Biosciences) para 

la transferencia de las placas de lisis. La nitrocelulosa fue embebida previamente en una solución 

de IPTG 10 mM durante unos 10 min. Las placas de Petri fueron incubadas toda la noche a 37 °C. 

Luego de este período se realizaron marcas de orientación con una jeringa embebida en tinta china 

y se retiró la membrana. Esta fue lavada con buffer TBS (NaCl 0,15 M, Tris-HCl 0,01M pH 7,5) 

varias veces y se procedió al bloqueo en TBS-leche descremada 5 % para el posterior análisis con 

sueros animales por Western blot. Las placas se conservaron a 4 °C hasta la obtención de los 

resultados del inmuno-análisis. 

 

Sueros animales. Para el análisis de los clones recombinantes se utilizaron dos metodologías. En la 

primera, se seleccionaron bovinos con paratuberculosis subclínica y clínica. Estos animales eran 

seropositivos para la prueba de ELISA-PPA (que utiliza el antígeno protoplasmático de M. avium 

comercializado por Allied Monitor) y tenían aislamiento positivo de la bacteria a partir de materia 

fecal. Uno de ellos, presentó sintomatología diarreica y lesiones compatibles con paratuberculosis 

(PTB) a nivel de intestino, comprobadas por necropsia. Fueron seleccionados preferentemente 

aquellos con marcada inmunoreactividad frente al extracto de proteínas totales de la micobacteria. 
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Estos sueros fueron utilizados conjuntamente (pooles). Estos sueros, como los resultados 

serológicos y bacteriológicos, fueron provistos por el Dr. Fernando Paolicchi (Dto. de Producción 

animal, EEA-INTA Balcarce). La segunda estrategia, consistió en la obtención de sueros 

hiperinmunes inmunizando ratones BALB/c tanto con bacterias enteras inactivadas como con 

lisados obtenidos por sonicación. Se seleccionaron los sueros de aquellos animales con mayor 

reconocimiento de las proteínas de la bacteria. Los sueros murinos y bovinos fueron diluídos 1/200 

con el buffer de inmunoanálisis (TBS-leche 5%, azida sódica 0,05 %, nonidet P400 1 %).  

 

Absorción de anticuerpos anti-E. coli. Los sueros fueron absorbidos previamente a su utilización 

para eliminar o disminuir la presencia de anticuerpos anti-E. coli. Para la absorción de los sueros, 

se procedió de acuerdo a los protocolos descriptos en el manual de laboratorio Molecular Cloning 

(Sambrook et al., 1989). El primero consistió en la absorción con extracto de E. coli para lo cual se 

hizo crecer a saturación un cultivo de E. coli XL-blue en 100 mL de medio LB. Se cosecharon las 

células por centrifugación a 5.000 xg por 10 min a 4 ºC y luego fueron resuspendidas en 3 mL de 

Tris HCl 50 mM pH 8, EDTA 10 mM. Se congelaron en nitrógeno líquido y posteriormente se 

descongelaron en baño de agua a 37 ºC, para luego sonicar aplicando varios ciclos de 20 s en hielo. 

El extracto se centrifugó a 12.000 xg por 10 min a 4 ºC. Se transfirió el sobrenadante a un tubo y se 

conservó a -20 ºC hasta su utilización. Para la absorción del suero, se agregaron 0,5 mL del lisado a 

la dilución del suero a absorber, previamente diluído en 5 % de leche descremada. La mezcla se 

incubó a temperatura ambiente por 4 h en agitación. Como los anticuerpos anti-E.coli fueron 

difíciles de eliminar con el protocolo descripto, se realizó una absorción adicional utilizando un 

filtro de nitrocelulosa, el cual se había depositado en una placa de Petri conteniendo un césped de 

E. coli XL-Blue. Se incubó el suero previamente diluído junto a la membrana en agitación durante 

3 h a 4 ºC. 

 

Inmuno-detección de las UFP recombinantes seroreactivas. Las membranas de nitrocelulosa 

fueron incubadas de 2 a 4 h en agitación con los sueros de los animales diluídos en el buffer de 

inmunoanálisis. La detección del complejo antígeno-anticuerpo fue realizada con anticuerpos 

secundarios acoplados a la enzima fosfatasa alcalina. En el caso del análisis con los sueros bovinos 

como anticuerpo primario, fue utilizado un anti-IgG anti-bovino (Sigma-Aldrich), diluído 1/3000, 

mientras que en el caso de los sueros murinos, un anti-IgG anti-ratón (Sigma-Aldrich), empleando 

el mismo factor de dilución. Los complejos antígeno-anticuerpo primario-anticuerpo secundario 

fueron detectados usando el sustrato 5-bromo-4-cloro-3 indolil fosfato (BCIP) en combinación con 

nitro blue tetrazolium (NBT). La solución de revelado consistió en 33 µL de NBT (50 mg/mL) y 

16,5 µL de BCIP (50 mg/mL) cada 5 mL de buffer para fosfatasa alcalina (Tris-Cl 100 mM pH 9,5, 

NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM). Se realizó una réplica de la señal positiva en la membrana en una 

hoja de acetato transparente, que se utilizó de plantilla para identificar en la placa original la 
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posición de las UFP inmunoreactivas. Con un sacabocados, se tomó esa porción de agar 

conteniendo el clon positivo, y se resuspendió en 0,25 mL de buffer SM (NaCl 100 mM, MgSO4 10 

mM, Tris-HCl 20 mM pH 7,4). Se dejó toda la noche a 4 °C para la elución de los fagos. Se 

realizaron diluciones de los mismos y se procedió a repetir el procedimiento de plaqueo y análisis 

como se describió anteriormente, pero en placas de Petri de 90 mm (screening secundario). El 

proceso fue repetido hasta la obtención de una población homogénea inmunoreactiva de fagos para 

la selección unívoca de una única placa de lisis. Los fagos correspondientes a esta UFP, aislada 

fueron eluídos para luego escindir el fagémido p-Bluescript. 

 

3.2.3. Escisión automática in vivo del plásmido pBluescript a partir del vector λ- Zap II. Para 

la escisión, se utilizó 200 µL de células E. coli XL1-Blue (DO600=1) que se transfectaron con 50 µL 

de los fagos en solución (que representan un único clon) y 1 µL del fago filamentoso R408 (fago 

helper, con un título aproximado de 1x106 UFP/mL), la escisión depende de la coinfección con este 

fago que aporta funciones en trans. La mezcla se incubó a 37 °C durante 15 min y luego se agregó 

1 mL de medio LB y se incubó por 3 h adicionales con agitación, permitiendo la circularización del 

ADN a empaquetar y la secreción. Posteriormente, se eliminaron las células incubando a 70 °C 

durante 20 min en termobloque, luego se centrifugó por 5 min a 4.000 xg y se guardó a 4 °C el 

sobrenadante conteniendo el fagémido p-Bluescript. Para obtener el ADN doble cadena y recuperar 

el plásmido, se procedió de la siguiente manera. En un tubo tipo eppendorf conteniendo 50 µL de 

XL1-Blue (DO600=1), se agregó 50 µL del fagémido p-Bluescript obtenido en el paso anterior, y se 

incubó a 37 °C durante 15 min. Luego se plaqueó en placas de Petri conteniendo medio LB-agar 

suplementado con ampicilina (100 µg/mL) y se incubó toda la noche a 37 °C para la obtención de 

las UFC. 

 

3.2.4. Análisis del tamaño promedio de inserto representados en la genoteca. Con este fin, se 

seleccionaron 10 UFP recombinantes al azar, se eluyeron los fagos, y se escindió el fagémido p-

Bluescript. Una vez obtenido el plásmido en E. coli, y luego de cultivar la bacteria en medio LB, se 

procedió a extraer el mismo empleando el protocolo de mini-preparaciones de ADN plasmídico 

para luego liberar el fragmento de ADN clonado por digestión con las enzimas EcoRI y SacI 

(Promega), cuyos sitios están ubicados en los extremos del sitio múltiple de clonado de p-

Bluescript. Se digirió el ADN plasmídico de cada clon con 10 U de cada enzima, en un volumen 

final de 20 µL. La reacción de digestión se realizó a 37 °C durante 1 h 30 min. 
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3.2.5. Evaluación de la expresión del producto de fusión en E. coli. Con este objetivo se 

cultivaron las bacterias E. coli XL1-Blue recombinantes en medio LB con ampicilina y se 

indujeron a una DO600 de 0,5 con IPTG 5 mM. Luego de un tiempo de inducción de 3 h, se 

recolectó una fracción de 1 mL del cultivo, se centrifugó a 12.000 xg, se resupendió el pellet en 

200 µL de buffer de siembra (SDS 2 %, 0,125 M Tris HCl 0,125 M pH 6,8, 2-mercaptoetanol 1%, 

azul de bromofenol 0,02 %, glicerol 10 %) y se trató a las muestras a 100 °C durante 5 min. Las  

proteínas del extracto fueron procesadas para su evaluación por Western blot utilizando como 

primer anticuerpo, el suero utilizado para la inmunodetección de los fagos de la genoteca. 

 

3.3. Secuenciación.  

Todas las construcciones obtenidas en el presente trabajo fueron secuenciadas. Las secuencias 

fueron obtenidas utilizando el sistema Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Core (Applied 

Biosystem) en un secuenciador automático ABI 377 (Applied Biosystem) y fueron realizadas en el 

servicio de secuenciación del Instituto de Microbiología y Zoología Agrícola-INTA. Para la 

reacción de secuenciación, se usaron los oligonucleótidos universales correspondientes, salvo 

indicación. 

 

3.4. Extracción de ADN micobacteriano.  

Se centrifugó una fracción del cultivo de micobacterias a 10.000 xg durante 20 min, se fraccionó en 

tubos tipo eppendorf de 1,5 mL y se procesó la masa celular de acuerdo al protocolo descripto por 

van Embden et al. (1992). Se resuspendió el pellet celular en 400 µL de TE (solución equilibradora 

de pH o buffer), (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM) y se expuso a una temperatura de 80 ºC 

para inactivar las bacterias. Para lisar las células y liberar el ADN, se realizó un tratamiento 

enzimático. Primeramente, se digirió la pared con 50 µL de lisozima 10 mg/mL (Promega), se 

incubó toda la noche a 37 ºC. Después se agregó 100 µL de SDS 10% y 10 µL de proteinasa K 10 

mg/ mL (Promega) y se incubó a 65 ºC por 10 min. Posteriormente, los restos de pared, proteínas 

desnaturalizdas y polisacáridos fueron acomplejados a CTAB para su subsecuente eliminación, 

para lo cual se agregó 100 µL de NaCl 5M y 100 µL de una solución de CTAB-NaCl (4,1 % de 

NaCl, 10 % de N-cetil-N;N,N,-trimetil bromuro de amonio), se vortexeó por 30 s, y se incubó a 65 

ºC por 10 min. El ADN fue purificado de la solución luego del agregado de 750 µL de una solución 

de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1). Se vortexeó y se centrifugó a 12.000 xg por 5 min a 

temperatura ambiente. Luego se transfirió la fase acuosa a otro tubo. Para concentrar el ADN, se 

agregó 450 µL de isopropanol frío y se dejó toda la noche a –20 ºC. Se centrifugó para precipitar el 

ADN, se realizó un lavado con 1 mL de etanol 70 % y luego de centrifugar y de evaporar el 

alcohol, se resuspendió en 20 µL de buffer TE 0,1X. Se corrió el producto obtenido en gel de 

agarosa 0,8 % para evaluar la integridad y concentración del ADN, se conservó a –20 ºC hasta su 

utilización. 
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3.5. Amplificación génica por PCR  

Los oligonucleótidos diseñados (Tabla 6) fueron evaluados con el programa OligoAnalizer 3.0, 

IDT SciTools (http://www.idtdna.com/analyzer/application/OligoAnalizer/default.aspx) y fueron 

sintetizados por Alpha DNA (Montreal, Canadá). 

Condiciones de amplificación. La mezcla de amplificación consistió en buffer Taq (Tris-HCl 10 

mM pH 9; KCl 50 mM y Tritón X-100 0,1 %), MgCl2 2,5 mM y 0,2 mM de cada dNTP, 1 µM de 

cada oligonucleótido iniciador (Tabla 6), 2 µL de ADN cromosómico de M. avium subsp. 

paratuberculosis y 1,25 U de Taq polimerasa (Promega), se llevó a un volumen final de 50 µL con 

agua milli-Q. La mezcla de reacción fue cubierta con un volumen de aceite mineral. Las 

amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador PTC-100 (MJ Research). Las condiciones 

fueron las siguientes, un paso inicial de desnaturalización de 96 °C por 3 min y 35 ciclos de 95 ºC 

por 1 min, 1 min a la temperatura de hibridación de cada par de oligonucleótido (Tm), 1 min de 

extensión a 72 ºC y una extensión final a 72 ºC por 10 min. El tiempo de extensión se incrementó 

de acuerdo al tamaño del gen a amplificar. En los casos que fue requerido (Tabla 6), se utilizó un 

protocolo de touch down, en el que luego del paso inicial de desnaturalización se realizan 10 ciclos 

en los cuales se va disminuyendo la T de hibridación, 1 ºC por ciclo, desde una temperatura igual a 

Tm + 5 ºC hasta una temperatura de Tm-5 ºC, para luego proceder con 30 ciclos con la Tm 

estimada y la extensión final a 72 ºC por 10 min. El producto de PCR fue evaluado por 

electroforesis en gel de agarosa de concentración apropiada preparado en buffer TAE (Tris-acetato 

10 mM pH8, EDTA 1mM) para lo cual se utilizó una fuente de poder Bio-Rad utilizando un voltaje 

constante de 90V. El bromuro de etidio (0,5µg/mL), se adicionó a la preparación de agarosa. Para 

la visualización del producto amplificado se expuso el gel en un transiluminador a la luz 

ultravioleta.  
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Nombre 

del gen 

/secuencia 

 

Secuencia de oligonucleótidos 

 iniciadores 

 

 

Sitios de restricción 

Incorporados 

 

 

Tamaño del 

gen/secuencia 

 

Tm o rango y 

Tm final  

 

Referencia 

grpE 
5’ ggatcc gtgacacaag gaaatc 3’ 

5’gaattcctagtcaccggatgcgc 3’ 

Bam HI 

EcoRI 
684 pb 56°C 

Análisis de 

genoteca 

dnaK 

(hsp70) 

5’cggtaccatatggctcgtgcggtcggtatc 3’ 

5’aagctttcacttggactcccggtcatcg 3’ 

KpnI 

HindIII 
1872 pb 

(70°C -60°C)-

65°C 

Análisis de 

genoteca 

lpp34 
5’ ctcgagatgaggacttcacgtgcggtgat 3’ 

5’gaattctagccgcccagccccttcttga 3’ 

XhoI 

EcoRI 
633 pb 63°C 

Análisis de 

genoteca 

 

bfrA 

 

5’ctgcagcatgcaaggggatccggaagtt 3’ 

5’gaattctcagctcggtggccgcgaca 3’ 

PstI 

EcoRI 
480 pb 64°C 

Análisis de 

genoteca 

modD 
5’ ggtaccatggatcaggtggaag 3’ 
5’gaattctcaggccgagagggtc 3’ 

 

 

Kpn I 

EcoRI 

 

1107 pb 

(63°C -55°C)-

58°C 

 

Búsqueda de 

homólogos  

(in silico) 

lprG 

 
5’ ggatcctcacgagctcaccgggggc 3’ 
5’ ggtacattgctgggtatgcagacccg 3’ 

 

 

              BamHI 

KpnI 
717 pb 60°C 

Búsqueda de 

homólogos  

(in silico) 

MAP860c 5’ggatccatgcgcttcgtaaacggcaa 3’ 
5’gaattctcaggcgcgccacagatttgcct 3’ 

 
BamHI 
EcoRI 

 

1083 pb 62°C 

Antígeno de 

MPTB 

(Banantine et 

al., 2004) 

IS900 
5`gatcggaacgtcggctggtcagg 3` 

5`gatcggaacgtcggctggtcagg 3` 
- 218 pb 65°C 

Collins et al. 

(1993) 

 

 

 

Tabla 6. Secuencia de oligonucleótidos iniciadores y condiciones de amplificación de los genes seleccionados 
de la genoteca, otros antígenos estudiados y la secuencia IS900.  

 

3.6. Clonado de genes 

Una vez obtenida la secuencia del gen de las bases de datos públicas, se realizó un análisis de los 

sitios de restricción con el programa DNA Strider 1.2, se seleccionaron sitios compatibles con 

aquellos presentes en el sitio múltiple de clonado en el vector de expresión elegido y ausentes en la 

secuencia a clonar. Se diseñaron oligonucleótidos para amplificar la totalidad del gen e incorporar 

los sitios de restricción. 

Ligación al vector de clonado. El gen amplificado, fue cortado del gel y se procedió a su 

purificación usando el sistema comercial de columnas GFX para purificación de bandas a partir de 

gel y productos de PCR (Amersham Biosciences). El fragmento purificado, se clonó en un vector 

de clonado T/A, pGEM-T (Promega), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los clones 

recombinantes fueron seleccionados en presencia de X-gal-IPTG (Promega) utilizando placas de 

Petri conteniendo medio LB-agar suplementado con ampicilina (100 µg/mL). Luego de incubar a 
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37 ºC para visualizar las UFC, se seleccionaron al menos 5 colonias blancas, para la evaluación de 

la presencia del inserto. Luego de crecer a 37 °C por 18 h en caldo nutritivo LB, se procedió a la 

extracción de ADN plasmídico y posteriormente se corroboró por digestión, la liberación de un 

fragmento del tamaño correspondiente al gen de interés, utilizando las enzimas de restricción 

apropiadas (Tabla 6). Este fragmento fue extraído del gel de agarosa y purificado utilizando el 

sistema comercial, descripto anteriormente. Para el clonado y propagación de los plásmidos se 

transformaron cepas de E. coli recA, endA. En particular se utilizó la cepa E. coli DH5α.  

 

Ligación al vector de expresión. El ADN a ligar (inserto) y el ADN del vector de expresión, 

pRSET (Invitrogen) (ver ítem 3.9.1), previamente digerido con las mismas enzimas que el inserto, 

fueron cuantificados por corrida electroforética en gel de agarosa y por comparación con los 

fragmentos derivados de la digestión del genoma de fago λ (Promega) con la enzima Hind III 

(Promega). Para la reacción de ligación se utilizó una relación molar 1:1, utilizando 25 ng de ADN 

del vector 1 µL de buffer ligasa 10X, 1 µL de la enzima T4 ligasa (Promega) por reacción de 

ligación, llevando a un volumen final de 10 µL con agua milli-Q estéril. Las reacciones de ligación 

se llevaron a cabo a una temperatura de 4 ºC durante 18 h para luego transformar bacterias 

químicamente competentes.  
 
3.7. Transformación bacteriana. Para la transformación bacteriana se utilizó el siguiente 

protocolo. Se utilizaron bacteria E. coli competentes por el método químico de Cl2Ca preparadas 

según Sambrook et al., (1989). Se adicionó 5 µL del ADN plasmídico proveniente de la reacción de 

ligación a 50 µL de células competentes y se incubó en hielo durante 30 min. Posteriormente se 

incubó en baño de agua a 42 ºC por 1 min 30 seg para luego incubar durante 3 min en hielo. Luego 

se agregó 200 µL de medio LB (sin antibiótico) y se incubó con agitación a 37 ºC durante 30 min 

para recuperar las células.  
 

 Selección de los transformantes. Se plaquearon las células transformadas en placas de Petri con 

medio LB-agar conteniendo ampicilina (100 µg/mL) o el antibiótico apropiado. Se utilizó 

adicionalmente cloranfenicol (34 µg/mL) en el caso de utilizarse la cepa E. coli BL21 (DE3) 

pLysS. Para confirmar la presencia de clones recombinantes, se digirió el ADN plasmídico con las 

enzimas apropiadas o se amplificó el gen de interés por PCR, utilizando las condiciones descriptas 

anteriormente en la Tabla 6. 
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3.8. Minipreparaciones de ADN plasmídico. Para la extracción del ADN plamídico (ADNp), se 

utilizó el sistema comercial de columnas GFX microplasmid prep (Amersham Biosciences). Se 

procesó un volumen de cultivo no inferior a 3 mL, utilizándose el protocolo de centrifugación de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. Alternativamente se empleó el protocolo de extracción 

descripto en el manual de procedimientos de laboratorio Molecular Cloning (Sambrook et al., 

1989). 

 

3.9. Expresión de proteínas recombinantes. 

3.9.1. Descripción del sistema de expresión pRSET y células empleadas para la expresión 

heteróloga.  

Se utilizó el sistema pRSET (Invitrogen) como vector para la expresión de los genes. La presencia 

del promotor del fago T7, permite un alto nivel de expresión de los genes clonados en el vector. La 

secuencia de ADN queda posicionada río abajo y en fase con una secuencia que codifica para un 

péptido N-terminal, (esta secuencia contiene el ATG) y a una secuencia de poli-histidinas. De esta 

manera, la proteína fusionada a esta secuencia de poli-histidinas puede ser purificada por 

cromatografía de afinidad por unión a metales divalentes como níquel o cobalto. El vector contiene 

el gen bla que codifica para una enzima (β-lactamasa) que inactiva a los antibióticos β-lactámicos, 

permitiendo la selección de transformantes en presencia de ampicilina (Figura 7).  

 

 

                          

 

 

 

 

 
 

                                                    
 
 

Figura 7. Mapa del vector pRSET A, B y C (Invitrogen). 
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Para la expresión de los genes regulados por el promotor T7 se utilizó la cepa E. coli BL21 (DE3). 

Esta cepa de genotipo F-, ompT, hsdSB, (rB
-, mB

-), dcm, gal, λ (DE3), codifica para el bacteriófago 

lisogénico λ DE3, que contiene el represor lac (gen lacI), el gen de la ARN polimerasa T7, bajo el 

control del promotor lacUV5 y el fragmento α del gen lacZ. La expresión de la ARN polimerasa 

T7, se induce con la adición de IPTG. Debido a la alta actividad de la ARN polimerasa T7, puede 

ocurrir una inducción basal del gen de interés en células no inducidas con IPTG. Alternativamente, 

se utilizó la cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS de genotipo F-, ompT, hsdSB (rB
-, mB

-), gal, dcm (DE3) 

pLysS (Camr). Esta cepa posee el plásmido pLysS que produce la lisozima T7, un inhibidor natural 

de la polimerasa T7, de esta manera se reducen los niveles basales (en ausencia de inducción) del 

gen de interés. Esto resulta de particular importancia cuando se desean expresar genes tóxicos para 

las células, que pueden afectar la tasa de crecimiento, inducir inestabilidad del vector o incluso 

causar la muerte celular. Por otro lado, la enzima tiene la capacidad de romper la pared de 

peptidoglicano de E. coli, optimizando la lisis celular mediante el proceso de congelado-

descongelado previo a la purificación de proteínas. El plásmido pLysS también confiere resistencia 

al cloranfenicol (Camr). El uso de este antibiótico durante el cultivo previene la pérdida de dicho 

plásmido durante los sucesivos cultivos e inducción.  

 

3.9.2. Evaluación de las condiciones óptimas de expresión de las proteínas recombinantes. Se 

inoculó una colonia recombinante en 5 mL de medio LB conteniendo 100 µg/mL de ampicilina (y 

34 µg/mL de cloranfenicol en caso de utilizar células E. coli BL21-pLys). Las bacterias se 

crecieron a 37 ºC en agitación por 16 h. A partir de este cultivo, se realizó una dilución 1/50 en 

medio fresco suplementado con antibiótico y se creció hasta una DO600 entre valores de 0,4-0,6. Se 

agregó IPTG 1 mM y se continuó creciendo el cultivo en agitación. Se tomaron fracciones del 

cultivo a intervalos de 1 h, para determinar el tiempo de inducción óptimo. Las células se 

cosecharon por centrifugación y se congelaron a -80 ºC hasta su procesamiento.  

 
Evaluación de la expresión de la proteína recombinante. Las células inducidas con IPTG y 

conservadas a -80 ºC fueron descongeladas y resuspendidas en el mismo volumen de buffer de 

muestra (SDS 2 %, Tris-HCl 0,125 M pH 6,8, 2-mercaptoetanol 1 %, azul de bromofenol 0,02 %, 

glicerol 10 %). Las células fueron lisadas por calor en baño de agua por 5 min. Se sembró un 

volumen de la muestra en un gel de poliacrilamida desnaturalizante y las proteínas se separaron por 

electroforesis (SDS-PAGE). Se evaluó la expresión de la proteína recombinante por tinción del gel 

con azul de Coomassie y separadamente se la identificó por Western blot (estos protocolos se 

describen más adelante).  
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3.9.3. Purificación proteínas recombinantes por cromatografía de afinidad a metales. Luego 

de evaluar la correcta expresión de la proteína recombinante, se procedió a la purificación de la 

misma por cromatografía de afinidad a metales. Se partió de un volumen de cultivo de entre 200 

mL y 900 mL, dependiendo de la expresión de la proteína, el cual fue inducido a una DO600 de 0,4 

utilizando 1 mM de IPTG de concentración final, por un tiempo mínimo de 3 h. Luego de 

transcurrido el tiempo de inducción, se centrifugaron las células a 10.000 xg por 20 min a 4 ºC. Se 

resuspendieron en 10 mL de buffer de unión (en el mismo buffer trancurre la lisis y la unión de la 

proteína a la resina), para disminuir las interacciones inespecíficas se agregó imidazol 5 mM. La 

lisis de las bacterias y la disrupción de los ácidos nucleicos se completó por sonicación, con 3 

pulsos de 30 s en un sonicador Branson 250 (VWR Scientific), con intervalos de incubación de 1 

min en hielo. Posteriormente a la lisis, se centrifugó a 5.000 xg por 25 min para remover los restos 

celulares insolubles y se procedió a purificar las proteínas a partir del sobrenadante recuperado. La 

proteína recombinante se purificó utilizando la resina Ni-NTA ProBond (Invitrogen). La secuencia 

His-Tag une los cationes Ni inmobilizados a la resina, que emplea el ácido nitriloacético (NTA) 

como quelante, ya que tiene 4 sitios disponibles para la interacción con iones metálicos. El 

protocolo estandarizado consistió en la utilización de 1 mL de resina, que se activó por sucesivos 

pasos de centrifugación y lavados en el buffer de unión (equilibración de la resina). Se agregó la 

resina al sobrenadante proveniente de la centrifugación del lisado bacteriano, y se incubó a 

temperatura ambiente durante 1 h en un agitador orbital (sistema de unión in batch). Luego, se 

equilibró una columna cromatográfica de vidrio de 20 cm de longitud y se reguló el flujo óptimo de 

salida y posteriormente, se procedió a los lavados de la resina con 20 volumenes del buffer de 

lavado (20 mL). Para disminuir la presencia de LPS, se realizó un lavado con isopropanol 60 %. 

Para la purificación en condiciones nativas, el buffer de unión consistió en Tris-HCl 20 mM pH 8, 

NaCl 500 mM, el buffer de lavado tiene la misma composición, pero incrementando la 

concentración de imidazol a 10 mM. La elución de la proteína se realizó por desplazamiento 

competitivo con imidazol. Como buffer de elusión se utilizó Tris-HCL 10 mM pH 8 con imidazol. 

Se evaluaron gradientes de concentración de imidazol de 50 mM a 1M o se eluyó con la máxima 

concentración de acuerdo a la proteína. También en algunos casos se implementó una elución por 

gradiente de pH, utilizando el mismo buffer, al cual se ajustó previamente al pH deseado. En caso 

de emplear condiciones desnaturalizantes, se utilizó el buffer de unión de la siguiente composición: 

NaH2PO4 100 mM, NaCl 300 mM, urea 6M (JT Backer), los lavados de la columana y la elución 

de la proteína se realizaron en condiciones nativas para eliminar las trazas de urea que pueden 

interferir en los ensayos biológicos posteriores.  
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3.10. Electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (SDS-PAGE) para la 

separación de proteínas. Se utilizó el método descripto por Laemmli (1970). Brevemente, fueron 

empleados salvo indicación, geles al 12 %. Para un volumen de 5 mL del gel separador se 

utilizaron 2 mL de 30 % de solución de acrilamida (acrilamida 29,2 % y N,N’-metil bisacrilamida 

0,8 %), 1,3 mL de buffer Tris 1,5 M, pH 8,8, 0,05 mL SDS 10 %, 1,7 mL de agua milliQ, 0,05 mL 

de APS 10 % (persulfato de amonio) y 2 µL de TEMED (N, N,N`N`-tetra-metiletilendiamina, Bio-

Rad). Para 1 mL de gel concentrador se mezclaron 0,68 mL de agua, 0,17 mL de solución de 

acrilamida 30 %, 0,13 mL de buffer  Tris 1M pH 6,8, 0,01 mL de SDS 10 %, 0,01 mL de persulfato 

de amonio 10 % (APS) y 0,001 mL de N,N,N’N’-tetra-metiletilendiamina (TEMED; Bio-Rad). 

Para 1 mL de gel concentrador se mezclaron 0,68 mL de agua destilada, 0,17 mL de solución de 

acrilamida 30 %, 0,13 mL de buffer Tris 1M pH6,8, 0,01 mL de SDS 10 %, 0,01 mL de APS 10 % 

y 0,001 mL de TEMED. Los geles fueron armados en el sistema MiniProtean 3 (Bio-Rad), luego 

de la polimerización, fueron sumergidos en una cuba de electroforesis con buffer de corrida 

Laemmli (Tris-HCl 25 mM pH 8,8, glicina 250 mM, SDS 0,1%). Se sembraron las muestras y el 

marcador de peso molecular y luego se realizó la electroforesis en una fuente de poder a amperaje 

constante (35 mA) por un tiempo aproximado de 1 h.  

 

3.11. Detección de proteínas por tinción. Luego de la separación electroforética de las proteínas, 

los geles de poliacrilamida fueron sumergidos en una solución de azul de Coomassie (Coomassie 

Brilliant Blue R250 0,25 % (Sigma), metanol 45 %, ácido acético glacial 10 %) durante 30 min en 

agitación. Luego, se trataron con la solución de desteñido (metanol 45 %, ácido acético 5 %). y se 

secaron sobre papel Whatman a 80 ºC por 2 h utilizando un secador de geles (Bio-Rad).  

 
3.12. Detección inmunológica de proteínas 

Western blot. Luego de la separación electroforética de las proteínas, se realizó una transferencia 

de las mismas a una membrana de nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham Biosciences) en buffer 

de transferencia (glicina 39 mM, Tris base 48 mM, SDS 0,037 %, metanol 20 %). La transferencia 

se realizó aplicando un amperaje constante de 100 mA por 16 h ó de 200 mA por 1 h a 4 °C. Se 

verificó la transferencia de las proteínas la tinción reversible de la membrana de nitrocelulosa con 

rojo Ponceau (rojo Ponceau 0,1 %, Sigma, en ácido acético glacial 5%). Luego de lavar la 

membrana con agua destilada, se incubó por 1 h en leche descremada 5% en buffer TBS y se 

procedió a la incubación con el anticuerpo primario. Se realizaron dos lavados de 10 min y se 

incubó por 1 h con el anticuerpo secundario anti-IgG anti-especie conjugado a fosfatasa alcalina. 

Luego de dos lavados finales y de una incubación de 10 min en el buffer de fosfatasa alcalina (Tris-

HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM), se agregó el sustrato 5-bromo-4-cloro-3 indolil 

fosfato (BCIP) en combinación con nitro blue tetrazolium (NBT) (Promega). Se utilizó una 

solución de revelado consistente en 33 µl de 50 mg/mL de NBT y 16,5 de 50 mg/mL de BCIP en 5 
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mL del buffer para fosfatasa alcalina. Todas las incubaciones fueron realizadas a temperatura 

ambiente y con agitación, empleando un agitador orbital. Para la detección de las proteínas 

recombinantes, se empleó el anticuerpo anti-histidina (Amersham) diluído 1/5.000 en TBS-leche 

descremada y se utilizó como anticuerpo secundario (o de detección) el monoclonal anti-IgG anti-

ratón (Western blot anti-His). El mismo anticuerpo secundario se empleó cuando se utilizaron 

sueros murinos. Para el caso de evaluar sueros bovinos, o de conejo se emplearon los anticuerpos 

monoclonales anti-IgG anti-bovino o anti-IgG anti-conejo, respectivamente. Se empleó la dilución 

1/3.000 en todos los casos y fueron adquiridos a la misma empresa (Sigma). 

 

3.13. Cuantificación de proteínas. Se realizó utilizando el sistema colorimétrico comercial BCA 

protein assay (Pierce), basado en el ácido bicinconínico para la detección colorimétrica y 

cuantificación de proteínas totales. Se cuantificó 10 µL de la muestra en microplaca de 96 pocillos, 

y se utilizó una curva patrón de albúmina bovina sérica (BSA) provista por el fabricante, en un 

rango de concentración de 0,02 mg/mL a 2 mg/mL. Se siguieron las instrucciones del fabricante 

para la preparación de los reactivos y se incubó a 37 °C por 30 min. Finalizado el tiempo de 

incubación, se realizó la medición espectrofotométrica a una longitud de onda de 600 nm. 

 

3.14. Técnicas de hibridación genómica: Southern blot y RFLP. Se digirió 0,5 µg de ADN 

genómico (purificado como se menciona en la sección 3.4) con la enzima BstEII. Los fragmentos 

fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en buffer TBE (tris-borato-EDTA). 

Luego el gel fue tratado con HCl 0,25 M durante 8 min, y posteriormente con una solución NaOH 

0,5 M, NaCl 1,5 M por 15 min, 2 veces y finalmente dos veces con Tris HCl 1M pH8, NaCl 1,5 M 

pH7 por 15 min. Se transfirieron los fragmentos de ADN por capilaridad a una membrana de nylon 

Hybond-N+ (Amersham Biosciences) utilizando el buffer SSC 10x (citrato de sodio 150 mM, NaCl 

1,5 mM). Luego de la transferencia, se fijó el ADN mediante crosslinking, exponiendo la 

membrana a luz UV a 0,12 J/cm y se pre-hibridó por 1h utilizando la solución PAES (ácido 

polianetol sulfónico-sal de sodio) en SSC 2,5x (citrato de sodio 37,5 mM, NaCl 0,37 M, pirofosfato 

de sodio 0,05 %, SDS 1% y ácido polianetol sulfónico 0,5 %). La hibridación con la sonda se 

realizó toda la noche a 65 ºC. Luego se realizaron varios lavados con una solución de SSC 1x, SDS 

0,1 % a 65 ºC y se expuso en un film de rayos X (Kodak).  

 

Marcación de la sonda. Para la preparación de la sonda, el producto de PCR fue purificado por 

mini-columnas (Amersham Biosciences). Se utilizó 25 ng del producto purificado para la reacción 

de marcación con dCTαP32 (3.000 Ci/mmol) por el método de polimerización a partir de 

oligonucleótidos al azar Random-prime-a-labelling (Promega), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. Para la tipificación de aislamientos por RFLP se utilizó como sonda el producto de 

amplificación de la secuencia IS900, específica de M. avium subsp. paratuberculosis (Collins et al., 
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1993). Para el análisis de la presencia o ausencia de un gen en particular, se utilizó como sonda el 

producto de PCR de ese gen, amplificado con las condiciones descriptas en la Tabla 6 de la 

sección 3.5. 

 

3.15. Evaluación de proteínas micobacterianas 

3.15.1. Obtención de proteínas del extracto celular o del sobrenadante de cultivo. Los cultivos 

fueron centrifugados por 30 min a 10.000 xg. Para la preparación de los extractos celulares, las 

bacterias fueron resuspendidas y lavadas en buffer fosfato salino (PBS), para luego proceder a la 

disrupción mecánica de las mismas. Las células, resuspendidas en PBS, fueron transferidas a un 

tubo con esferas de vidrio. El tubo conteniendo las células es sometido a un proceso disrupción 

mecánica en un Fast-Prep FP120 (Savant) que consistió en 1 pulso de 45 seg a una velocidad de 

6,5 rev/seg. Finalmente se centrifugó y se reservó el sobrenadante. 

Para la obtención de las proteínas secretadas, se filtró el sobrenadante de cultivo, usando un filtro 

de 0,2 µm (Millipore) y luego, las proteínas fueron precipitadas utilizando ácido tricloroacético 10 

% (TCA). Se homogeneizó y se dejó 15 min a –20 ºC y 30 min a 4 ºC. Se centrifugó a máxima 

velocidad en centrífuga refrigerada por 30 min. Se descartó el sobrenadante y se realizó un lavado 

del pellet con acetona 80 %, posteriormente se centrifugó, se descartó el sobrenadante y se 

evaporaron los restos de acetona en vacío (speed-vac). Alternativamente se empleó un protocolo de 

precipitación de proteínas con una solución saturada de sulfato de amonio (4,01 M), para lo cual se 

dejó precipitar toda la noche a 4 ºC. Luego de centrifugar como se menciona anteriormente, se 

resuspendió el pellet en el mínimo volumen de PBS y se dializó toda la noche a 4 ºC utilizando una 

membrana de diálisis (tamaño de exclusión de 6-8 kDa) (Spectrapor). 

 

3.15.2. Fraccionamiento subcelular de proteínas de M. avium subsp. paratuberculosis. Se 

partió de un volumen de cultivo de 500 mL en fase exponencial, se obtuvieron las células por 

centrifugación a 5.000 xg por 25 min. Para la obtención de proteínas secretadas, el sobrenadante 

fue procesado, como se describió anteriormente. El procesamiento para la obtención de las distintas 

fracciones de proteínas se realizó de acuerdo al protocolo descripto por Lee et al. (1992) con 

algunas modificaciones. Las células se lavaron 2 veces con PBS estéril y fueron inactivadas a 80 ºC 

por 1 h. Las células fueron resuspendidas en el buffer de lisis (Tris-HCl 10 mM pH 7,4, NaCl 10 

mM, leupeptina 20 µg/mL y fluoruro de metil-fenil-sulfonilo, PMSF, 2mM), distribuídas en tubos 

con esferas de vidrio y sometidas a disrupción mecánica utilizando un disruptor de células Fast 

Prep (Savant). El material resultante fue centrifugado a 20.000 xg por 20 min para la remoción del 

material insoluble y células enteras. El sobrenadante, conteniendo las fracciones de citosol y de 

membrana, fue transferido a un tubo de ultracentrífuga y centrifugado a 100.000 xg por 3 h. El 

pellet, conteniendo la fracción insoluble de membranas fue lavado 2 veces con el mismo buffer. La 
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naturaleza de las proteínas contenidas en cada fracción, se analizó por Western blot utilizando 

anticuerpos dirigidos contra proteínas características de las fracciones.  

 

3.15.3. Separación de proteínas de membrana de M. avium subsp. paratuberculosis utilizando 

Tritón X-114 

Precondensación del Tritón X-114. Una solución del detergente no iónico Tritón X-114 es 

homogénea a temperaturas cercanas a 0 ºC, pero se separa en dos fases, una acuosa y otra 

conteniendo al detergente a temperaturas superiores a 20 ºC. Con el objetivo de eliminar las 

moléculas más hidrofílicas del detergente, es necesario un paso previo de precondensación para lo 

cual se procedió de acuerdo al protocolo descripto por Bordier y recopilado en el sitio del NRC 

Institute for Biological Sciences 

(http://www.bio.nrc.ca/ibs/facilities/spectrometry_condensation_e.htmL). La solución de 

condensación consistió en tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM. Se agregó a esta solución 20 g/L 

de Tritón X-114 y 16 mg/L de hidroxitolueno butilado. Se incubó a 4 ºC bajo agitación por un 

período no menor a 5 h (a esta temperatura ocurre la disolución completa y la solución se torna 

homogénea). Luego se colocó el recipiente conteniendo la solución a 30 ºC en baño de agua 

durante toda la noche (a esta temperatura ocurre la condensación del detergente, con separación de 

fases). Al día siguiente se transfirió la fase acuosa a una probeta para la medición del volumen. Se 

agregó a la fase inferior de detergente, el mismo volúmen descartado de la fase acuosa de la 

solución de condensación, se repitió el proceso antes descripto dos veces más. Luego de la tercer 

condensación, se toma la fase de detergente y se mide la DO280 para la evaluación de la 

concentración teniendo en cuenta la relación 2,28 DO280=1mg/mL=0,1% Tritón X-114. 

 

Extracción y particionamiento en fases de proteínas de membrana. La totalidad de la fracción 

de membranas obtenida en el ítem anterior fue resuspendida en 2 mL de una solución de 4 % de 

Tritón X-114 v/v (precondensado) en Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 150 mM. Se incubó a 4 ºC y 

luego se centrifugó a 37 ºC para separar las fases. Se repitió el procesamiento para ambas fases. 

Finalmente se precipitaron las fases de detergente y acuosa con 10 volúmenes de acetona fría. Las 

muestras fueron incubadas a -20 ºC toda la noche. Luego de ese período se centrifugó a 10.000 xg a 

4 ºC por 30 min, se descartó el sobrenadante, se evaporó la acetona residual y se resuspendió la 

muestra en buffer de siembra de electroforesis. Todas las fracciones obtenidas del fraccionamiento 

subcelular, junto a las proteínas de las fases acuosa y detergente resultantes del particionamiento, 

fueron separadas en un SDS-PAGE, electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa e 

incubadas con antisueros específicos para la detección de la proteína codificada por la secuencia en 

el clon pBluescript-24 por Western blot. 
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3.16. Ensayo de unión a Concanavalina A (ConA). Para la evaluación de la presencia de residuos 

de manosa en las proteínas, se utilizó la capacidad de las lectinas de unir estos residuos. Se empleó 

la técnica de electrotransferencia de proteínas a membrana de nitrocelulosa para luego detectar los 

residuos glicosídicos por incubación con la lectina. Primeramente se bloqueó la membrana con 

TBS-BSA 3%, luego se incubó por 1 h a temperatura ambiente con ConA conjugada a la enzima 

peroxidasa (Sigma). Luego se lavó la membrana y se reveló por quimioluminiscencia utilizando el 

sistema ECLplus-Protein detection (Amersham Biosciences). 

 

3.17. Obtención de suero hiperinmune en ratón. Se inmunizaron ratones hembra BALB/c de 2 

meses de edad. Por cada dosis a administrar, se tomó una alícuota conteniendo 10 µg de proteína y 

se la emulsionó utilizando por agitación intensa, con el mismo volumen de adyuvante incompleto 

de Freund (Sigma). Para el caso de la obtención de sueros anti-proteína recombinante, en aquellas 

muestras, en las que co-purificaron proteínas inespecíficas acompañando a la proteína, la fracción 

eluída de la purificación, se resolvió nuevamente en un SDS-PAGE. Se localizó la fracción 

correspondiente a la proteína específica, y se la cortó del gel. Luego, se procedió a disgregar el 

trozo de gel con un mortero, se resuspendió en PBS y se pasó por una jeringa para homogeneizar la 

muestra, después se emulsionó con un volumen de adyuvante incompleto de Freund. Por cada 

ensayo, se inyectaron tres ratones intraperitonealmente, repitiendo la inmunización al día 14, para 

finalmente sangrar al día 21. El día previo al de la primer inmunización, se tomó una muestra de 

sangre como control (suero pre-inmune). Los ratones fueron sangrados por la vena caudal ventral. 

Para la obtención del suero, la sangre se colocó a 4 ºC. Al día siguiente se centrifugó a 5.000 xg 

durante 5 min para la separación del suero.  

 

3.18. Evaluación de la Respuesta inmunológica frente a los antígenos recombinantes. 

3.18.1. Ensayo de γIFN bovino. La inmunidad mediada por células fue evaluada utilizando el 

enzimo-inmunoensayo comercial para la detección de γ-interferón bovino Bovigam 

(Commonwealth Serum Laboratories, CSL Veterinary). Los animales fueron sangrados por la vena 

yugular o por la vena coxígea, la sangre fue recolectada con heparina 20 U/mL(Rivero) y procesada 

dentro de las 4 h de realizada la toma de la muestra. El primer paso, consistió en la estimulación ex-

vivo de la sangre con los antígenos recombinantes y los antígenos de referencia, diluídos en PBS. 

Se colocaron 200 µL de sangre en cada pocillo de placas de 96, fondo en “U” para optimizar el 

contacto célula-célula y la presentación antigénica y se incubó a 37 ºC durante 16 h en atmósfera de 

CO2 5%. Luego de ese período las placas se centrifugaron a 6.000 xg durante 5 min, se retiró el 

plasma con pipeta multicanal, y se colocó en placas nuevas para congelar a -80 ºC hasta su 

procesamiento. Fueron incorporados como controles por cada animal, el mismo volumen de PBS 

(control negativo) y Pockeweed mitogen (Sigma), lectina aislada de Phytolacca americana e 

inductor inespecífico de la respuesta celular. Adicionalmente, por cada placa se agregó 50 µL de 
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γIFN bovino como control positivo, y el control negativo del ensayo, ambos provistos por el 

fabricante. Asimismo, se evaluó la respuesta de los animales frente a los antígenos aviar y bovino, 

PPDa y PPDb (CSL). Para la cuantificación del γ-interferón producido, se procedió de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante. Se agregó 50 µL del buffer de dilución del plasma, green diluent, 

por cada placa a utilizar conteniendo el anticuerpo monoclonal, se agregó luego 50 µL de la 

muestra a evaluar con sus respectivos controles, se agitó y se incubó a temperatura ambiente por 1 

h. Se retiró el contenido de la placa, se lavó 6 veces con la solución de lavado (wash buffer, 

provista por el fabricante). Luego se agregó 100 µL del anticuerpo anti- γIFN conjugado a 

peroxidasa provisto por el fabricante y se incubó por 60 min a temperatura ambiente. Se lavaron los 

pocillos nuevamente 6 veces con el wash buffer. Se agregó 100 µL de la solución conteniendo el 

sustrato de la enzima (H2O2) y la solución cromogénica, se mezcló con vortex y se incubó 

protegiendo de la luz por 30 min. Se agregó 50 µL de stop solution (provista por el fabricante) para 

detener la actividad enzimática. Se realizó una lectura en el espectrofotómetro usando un filtro de 

450 nm. Se calculó el índice de densidad óptica (IDO) para cada muestra como el cociente entre la 

DOantígeno/ DOPBS. Fueron estimados los puntos de corte de los ensayos con cada antígeno, en base a

los valores obtenidos para los animales provenientes de los tambos libres de la enfermedad según el 

método gaussiano, empleado anteriormente en otros trabajos (Jungersen et al., 2002; Huda et al., 

2004). Se calculó el límite de confianza del 95 %, para el valor de respuesta media sumados 1,96 

veces el desvío estándar de la muestra. En el caso de no existir una distribución normal de los 

datos, se realizó un análisis de frecuencia de animales para cada intervalo de IDO450nm, tanto para 

los animales de los tambos infectados como para los animales de los tambos libres de la 

enfermedad, y se seleccionó el valor de IDO450 que contemple la relación de sensibilidad y 

especificidad adecuada. Se estimó la sensibilidad de cada ensayo como la proporción de animales 

del rodeo infectado que resultó positiva a la prueba en el punto de corte seleccionado. La 

especificidad se estimó en base a la proporción de animales de los rodeos no infectados que 

resultaron negativos en el punto de corte seleccionado. 

 

3.18.2. Inmunobloting 

Para evaluar la respuesta humoral de los animales, se empleó la técnica de Western blot, en el 

formato convencional, descripto con anterioridad. También se emplearon macroarreglos de 

proteínas (MAPIA). 

Inmunoensayo multi-antigénico: MAPIA (Multi Antigen Printed Assay). Para la 

implementación de esta técnica, se utilizó un mini-blotter que permite la deposición de 40 

antígenos, para luego analizar la misma cantidad de sueros por vez (Figura 8). Se evaluó la 

concentración óptima para aplicar de cada antígeno a una membrana Immobilon-P (Millipore). Se 

activó previamente esta membrana, sumergiéndola en metanol por 15 s. Se diluyó cada antígeno en 

buffer TBS y se incorporó en cada pocillo 180 µL de la solución. Se dejó 1h a temperatura 
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ambiente y luego se bloqueó la membrana en TBS-leche. Posteriormente, se giró 90º la membrana 

respecto de la posición original en el blotter y se incubó con el suero bovino por 1 h. Luego de dos 

lavados, se realizó la incubación por 1 h con el anticuerpo anti-IgG anti-bovino conjugado a 

fosfatasa alcalina. Se procedió a lavar la membrana 3 veces en TBS-tween 20 0,5 % y se equilibró 

en buffer fosfatasa. Finalmente, se reveló con los reactivos NBT/BCIP (Promega) tal como se 

describió anteriormente.  

 

 
 

 

Figura 8. Técnica de MAPIA para la detección de la respuesta 
humoral en bovinos.  
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3.18.3. Enzimo-inmuno ensayo. 

 

ELISA-ModD recombinante. Se sensibilizaron placas Polysorp (Nunc) con 100 µL por pocillo de 

una dilución 1/1.600 del antígeno recombinante (0,7 mg/mL) en buffer bicarbonato 0,06 M pH 9,6. 

Se incubó toda la noche a T ambiente y se bloqueó con 100 µl por pocillo de la solución de bloqueo 

(leche descremada 3 %, PBS-tween 20, 0,05 %). Se lavó una vez con solución de lavado (PBS-

Tween 20 0,05 %) y se agregó 100 µL del suero problema diluído 1/200 en la solución de bloqueo, 

se incubó por un período de 1 h a 37 ºC. Se lavó 6 veces con la solución de lavado (PBS-tween 20, 

0,05 %) y se agregó 100 µl /pocillo del anticuerpo, conjugado a peroxidasa anti-bovino (Accuratte), 

diluído 1/1.500. Las incubaciones se realizaron a 37 ºC por 1 h. Se lavó nuevamente con la 

solución de lavado y se reveló con 100 µL de solución de revelado que consistió en 280 µL de 
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ácido 2,2’-azino-bis-[3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico] (ABTS) 10 µg/ml (Sigma) y 12 µL de H2O2 

30 %, preparado en 10 mL de buffer citrato pH 5. Se realizaron lecturas a una λ de 405 nm.  

 

ELISA-PPA. Este ensayo emplea el antígeno protoplasmático de M. avium subsp. avium (Allied) y 

fue realizado de acuerdo al protocolo descripto por Paolicchi et al., (2003), sin modificaciones. 

Esta prueba tiene una sensibilidad del 66 % y una especificidad del 99 % determinadas por análisis 

de curvas ROC (Paolicchi et al., 2003). 

 

3.19. Técnicas histológicas. 

3.19.1. Inmunohistoquímica. Las muestras fueron fijadas en formol y embebidas en parafina de 

acuerdo a las técnicas histológicas habituales. Los tejidos desparafinados y rehidratados fueron 

sometidos a la inactivación de la peroxidasa endógena por tratamiento con H2O2  10 % en metanol 

por 15 min. Después del lavado, se sumergió los cortes en buffer citrato y se los calentó a 121 °C 

por 15 min. Se los dejó enfriar (10 minutos a temperatura ambiente) y posteriormente se los 

sumergió en buffer TBS-Tween 20 0,1 % pH 7,6 (TBS-Tween) durante 20 minutos a temperatura 

ambiente. Los cortes fueron tratados con una solución de BSA 1 % (Sigma) en el mismo buffer por 

5 min. Posteriormente, se incubaron las muestras con 30 µL del anticuerpo primario anti-Lpp34, 

durante toda la noche a 4° C en cámara húmeda. Luego de realizar varios lavados con abundante 

TBS-Tween, se incubó por 20 min a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado 

(anti- ratón y anti- conejo) (DAKO). Se realizaron nuevamente lavados y se procedió a la 

incubación con streptavidina conjugada a peroxidasa durante 10 min a temperatura ambiente. 

Finalmente, luego de realizar nuevos lavados, se incubó con el sustrato cromogénico. Se utilizó 3-

amino 9-etilcarbazol (AEC), listo para usar (DAKO), se cubrió con una gota y se incubó por 20 

min. Se realizaron lavados con abundante buffer TBS-Tween y se procedió a realizar la coloración 

de contraste con Hematoxilina de Mayer. Se montaron los preparados en medio de montaje 

hidrosoluble (Vectamount AQ) o bálsamo sintético para la examinación histológica. 

3.19.2. Coloración con Hematoxilina y Eosina. Se deparafinaron los cortes, y fueron sumergidos 

en hematoxilina de Mayer durante 2-3 min. Se lavó en agua corriente, para luego sumergir los 

cortes en eosina alcohólica 1 %, durante 2-3 min. Se deshidrató los preparados para el posterior 

montaje en bálsamo sintético (Lipshaw). 

 

3.20. Elaboración de un Derivado Proteico Purificado de M. avium subsp. paratuberculosis 

(PPDj). Para evaluar la respuesta de los animales frente a una PPDj (PPD johnina) se procedió a 

procesar un cultivo del aislamiento salvaje local Malele 505. Se creció un cultivo en medio 

sintético 7H9 (Difco) (250 mL) suplementado con micobactina J (Allied). El cultivo se realizó a 37 

C en agitación (100 rpm), hasta llegar a la fase estacionaria. Se autoclavó a 121°C durante 3h y se 

filtró el lisado resultante con una unidad filtrante (Millipore). Se realizó una precipitación ácida de 
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proteínas con TCA 4 % (JT Backer), se resuspendió el precipitado en PBS y se lo dializó contra 

PBS. Se cuantificó la concentración de proteínas y se ajustó a una concentración de 0,3 mg/mL con 

PBS.  

 

3.21. Condiciones para el cultivo de las micobacterias utilizadas en el presente trabajo. Para 

crecer en medio líquido los aislamientos de MPTB, se inoculó una anzada tomada a partir de un 

cultivo en medio Herrold con micobactina, en medio 7H9-Middlebrook (Beckton & Dickinson) 

adicionado con piruvato de sodio 0,4 % (Sigma) y micobactina 0,2 % (Allied). El cultivo se realizó 

en forma estática a 37 °C y se prolongó por un período de 3-5 meses. Los cultivos fueron 

enriquecidos con OADC 10 % (ácido oleico-albúmina-dextrosa-catalasa; Difco), sólo en el caso de 

los cultivos destinados a la extracción de ADN. Los cultivos fueron realizados en frascos de cultivo 

de vidrio tipo schot o en botellas de cultivo para células de poliestireno (Orange).  

Las condiciones para el cultivo de M. smegmatis mc2 155, M. phlei y M. bovis fueron las mismas, 

pero sin adicionar micobactina. Para el cultivo de M. tuberculosis H37:Rv, se adicionó glicerol 10 

%. El tiempo de cultivo empleado para alcanzar la fase exponencial fue de 48 h para M. smegmatis 

y M. phlei, mientras que el tiempo de cultivo para las micobacterias del complejo M. tuberculosis 

se realizó por un período de entre 2-3 semanas. 

 

3.22. Análisis estadísticos. Todas las pruebas estadísticas se realizaron empleando en programa 

MedCalc 9.  
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4. RESULTADOS 

4.1. Identificación y caracterización de antígenos a partir de la construcción y análisis de una 

genoteca de expresión. 

 

4.1.1. Aislamiento de M. avium subsp. paratuberculosis seleccionado y extracción de ADN 

genómico. 

El aislamiento de M. avium subsp. paratuberculosis empleado para la construcción de la genoteca, 

provino de un bovino paratuberculoso de la raza Aberdeen Angus de la localidad de Dolores (Pcia. 

de Buenos  Aires). Su identidad fue confirmada amplificando la secuencia de inserción IS900 por 

PCR, visualizándose un producto de amplificación del tamaño esperado (218 pb) (Figura 9). 

Asimismo, el aislamiento fue tipificado previamente en nuestro laboratorio por la técnica de RFLP 

(Moreira et al., 1999), empleando la enzima BstEII y la misma secuencia de inserción como sonda. 

El aislamiento, denominado Malele-505, fue clasificado según el perfil obtenido como “A”. Su 

crecimiento es dependiente de micobactina, fue sub-cultivado en pocas oportunidades luego de su 

aislamiento primario, reteniendo la virulencia en ovinos (Tesis doctoral de Andrea Verna). La 

selección de este aislamiento se realizó en base a que su perfil de RFLP es el más frecuente entre 

los aislamientos tipificados de Argentina por nuestro laboratorio y a su capacidad adecuada para el 

crecimiento in vitro. 
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 Figura 9: Extracción de ADN y Genotipificación del aislamiento Malele-505. A. Extracción de ADN. Se 
obtuvo el ADN genómico por lisis enzimática y por precipitación con cloroformo-alcohol-isoamílico. Calles 
1 y 2, se sembró 1 µL de dos cultivos del mismo aislamiento en un gel de agarosa 0,8 %; MPM: marcador de 
peso molecular λ-Hind III (Promega), se muestran los tamaños de los fragmentos en kb. B. PCR-IS900. Se 
sembró el producto de la reacción en un gel de agarosa 2 %. Calle 1, ADN de M. avium subsp. 
paratuberculosis Malele-505; calles 2 y 3, controles negativos de reactivos de PCR y extracción de ADN 
respectivamente; calle 4, ADN del aislamiento Malele-505. MPM. Marcador de peso molecular, 100pb 
(Promega) se indican los tamaños de los fragmentos en pb. C. RFLP. Se muestran los perfiles de RFLP-
IS900 de los distintos aislamientos de nuestro país. Calle 1, perfil “B”; calle 2, perfil “E”; calle 3, perfil “A”; 
calle 4, perfil “C”. El aislamiento Malele-505 pertenece al grupo de aislamientos con perfil “A” de RFLP. 
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Se cultivó la bacteria en 4 frascos de 250 mL tipo Schot. La bacteria fue crecida en medio 

Middlebrook 7H9 adicionado con ácido pirúvico, OADC y micobactina J en las concentraciones 

descriptas en Materiales y Métodos. El cultivo se realizó en forma estática a 37 ºC hasta obtener a 

una fase de crecimiento exponencial. Se centrifugó la totalidad del cultivo y se fraccionó. Se 

extrajo el ADN genómico tal como se describe en Materiales y Métodos, obteniéndose entre 1mg-

2mg de ADN por reacción de extracción (Figura 9). Las fracciones más concentradas fueron 

utilizadas para la puesta a punto del ensayo de digestión enzimática y para la obtención de los 

fragmentos a clonar en el vector λ-Zap. 

 

4.1.2. Construcción y evaluación de la genoteca 

Digestión del ADN, preparación del vector λ-ZapII y clonado. Luego de evaluar la digestión del 

ADN genómico de MPTB con las enzimas PvuII y EaeI (Figura 10), se seleccionó esta última. El 

sitio de restricción de la enzima es Py^GGCCPu y genera extremos compatibles con el sitio NotI 

(GC^ GGCC GC) del sitio múltiple de clonado del vector. Se realizó una digestión parcial por 1 h a 

37 ºC con 1,5 U de la enzima y 20 ng de ADN por reacción, luego se inactivó la enzima por 30 min 

a 75 ºC y se unificaron las muestras de distintas reacciones para concentrar los fragmentos sub-

genómicos por precipitación con etanol.  

 
     1       2   MPM    3      4  

 

 

 

 

 
Figura 10. Digestión parcial del ADN genómico de M. avium subsp. 
paratuberculosis. Electroforesis en gel de agarosa 0,8 %. Calle 1, ADN digerido con 
PvuII (1h, 37°C); calle 2, ADN digerido con EaeI (1h, 37°C); calle 3, Digestión con 
EaeI, post-inactivación; calle 4: ADN sin digerir. MPM: marcador de peso molecular 
1 kb (Promega). 
 

 

 

 

 
 

La inactivación de la enzima empleando las condiciones recomendadas por el fabricante (65 ºC, 20 

min) resultó poco efectiva, siendo necesario incrementar la temperatura a 75 ºC y el tiempo a 1 h, 

para asegurar el grado de restricción obtenido y conservar el rango de tamaño de inserto deseado.  

Luego de la ligación de los sitios Cos del vector y de la generación del sitio de clonado por 

digestión con la enzima NotI, se ligaron la totalidad de los fragmentos derivados de la digestión 

total del ADN genómico de la bacteria con la enzima Eae I. Luego se empaquetó la reacción de 

ligación y se transfectaron células E. coli XL-Blue. 
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Evaluación de la eficiencia 

Se procedíó a la evaluación del título de la genoteca cuantificando las unidades formadoras de 

placas (UFP). Este proceso se repitió post-amplificación de la genoteca. Adicionalmente, se calculó 

el porcentaje de UFP recombinantes formadas en medio de cultivo conteniendo X-gal/IPTG, 

cuantificando las placas incoloras respecto de las totales (Figura 11). Los títulos de la genoteca pre 

y post-amplificación fueron 7,6 x105 y 5 x 1010 UFP/mL respectivamente, mientras que el 

porcentaje de recombinantes fue semejante, 77 % contra 86 %.  

 

 
 

 
 
 
 Figura 11. Genoteca de M. avium subsp. paratuberculosis. Se transfectó E. coli  XL-Blue 

con una alícuota de la genoteca y se plaqueó en top-agar conteniendo X.gal/IPTG. Se indica 
con una flecha, una UFP de coloración azul (no-recombinante). 

 

 

 

 

           

 

 

 

 

 

 

 

Análisis del tamaño de inserto de la genoteca 

Se seleccionaron 10 UFP recombinantes al azar, se recuperaron los fagos y se procesó cada clon de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante para obtener por escisión automática, el fagémido 

pBluescript. Luego de la infección de E. coli XL-Blue, se realizaron las extracciones de ADN 

plasmídico. Posteriormente, se procedió a liberar el inserto de cada clon con la doble digestión con 

las enzimas EcoRI y SacI, estas enzimas reconocen sitios de restricción externos al sitio de clonado 

utilizado en el vector. Las digestiones se separaron electroforéticamente en un gel de agarosa junto 

a un marcador de peso molecular para calcular el tamaño de inserto en cada clon. Algunos clones 

liberaron más de un fragmento de distinto tamaño como consecuencia de la existencia de sitios de 

restricción dentro del inserto. El tamaño promedio de inserto de los clones analizados fue de 1,08 

kb.  
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Inmuno-análisis de la genoteca de expresión 

Evaluación de los sueros para el inmuno-screening 

a-Sueros bovinos 

Fueron evaluados distintos sueros provenientes de bovinos con infección subclínica y clínica, con 

aislamiento confirmatorio de la bacteria a partir de materia fecal, en la mayoría de los casos. Se 

priorizó el analisis de aquellos sueros con serología positiva, evaluados por la técnica de ELISA 

empleando el antígeno protoplasmático de M. avium (PPA) (Allied, Monitor). Se realizaron 

ensayos de Western blot para evaluar el reconocimiento de las proteínas de un extracto de M. avium 

subsp. paratuberculosis por parte de esos sueros (Figura 12). El comportamiento de los sueros 

ELISA-PPA+, analizado por Western blot fue heterogéneo, no todos los sueros ELISA-PPA+ 

reconocieron proteínas del extracto de la bacteria. El animal cuyo suero se utilizó en la calle 17, 

con serología negativa, mostró el reconocimiento de una banda cercana a los 50 kDa, que también 

fue reconocidad por el suero del animal de las calle 22. Se puede observar en la Figura 12A, que 

los sueros empleados en las calles 1, 3, 4 y 6 reconocieron con intensidad una banda difusa en la 

región de 35 kDa a 50 kDa, esta reacción puede atribuirse al reconocimiento de las moléculas de 

LAM, que es un componente abundante de la pared micobacteriana. 
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Figura 12. Evaluación del reconocimiento de proteínas totales de la bacteria por Western blot 
empleando sueros bovinos. A. Western blot a partir de un gel preparativo SDS-PAGE de 10cm. 
Calles 1 a 6, sueros de animales PTB+ (ELISA PPA+; cultivo +) pertenecientes a un mismo tambo; 
calle 7, suero de animal PTB-.  B. Western blot a partir de la transferencia de un gel preparativo SDS-
PAGE de 20 cm. Se emplearon sueros de dos establecimientos con PTB. Calles 1 a 10, 13 a 16, 21 y 
22, sueros de animales ELISA PPA+; calles 11, 12, 17 a 20, sueros bovinos ELISA PPA-. Los sueros 
se utilizaron en una dilución 1/100, y el anticuerpo de detección se empleó según las indicaciones del 
fabricante. MPM: marcador de peso molecular (BioRad), se indican los tamaños en kDa.  
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Se seleccionaron para el análisis de la genoteca los sueros que presentaron mayor reactividad (se 

indican en la Figura 12 con “*”) y se realizó un pool con los mismos. 
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b-Sueros murinos 

Se inmunizaron ratones BALB/c hembra y se realizó el seguimiento de la inmunización de los 

ratones evaluando el reconocimiento de las proteínas de M. avium subsp. paratuberculosis por 

Western blot. Los ratones fueron inmunizados con bacterias enteras inactivadas o con un lisado de 

las mismas junto a proteínas del sobrenadante y adyuvante incompleto de Freund. La Figura 13, 

muestra un patrón de reconocimiento similar tanto en los ratones inmunizados con las bacterias 

enteras, como en los inmunizados con el lisado de las mismas. Se seleccionaron como sueros 

representativos para realizar el análisis de la genoteca los sueros de los animales 3, 5 y 7. 
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Figura 13. Sueros murinos hiperinmunes anti-proteínas totales de la bacteria. Western blot 
utilizando los sueros de ratones sangrados al día 20 post-inmunización. Se utilizó una dilución 
1/50 para los sueros murinos y una dilución 1/3.000 para el anticuerpo de detección conjugado a 
fosfastasa alcalina. Calles 1 y 2, sueros pre-inmunes; calles 3 y 4, ratones inmunizados con 
bacterias enteras; calles 5 a 7, ratones inmunizados con un lisado de bacterias y proteínas del 
sobrenadante de cultivo obtenidas por precipitación con TCA 10 %. MPM: marcador de peso 
molecular (Bio-Rad), se indican los tamaños en kDa. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Con el objetivo de eliminar o disminuir la interferencia de anticuerpos que reaccionan en forma 

cruzada reconociendo proteínas de E. coli, en los sueros bovinos y murinos, se absorbieron los 

sueros de acuerdo a los protocolos descriptos en Materiales y Métodos. Este paso de pre-absorción 

permitió disminuir el background de las membranas procesadas por Western blot y de esta manera 

se pudieron detectar las UFP inmunoreactivas mediante el revelado de la actividad de la fosfatasa 

alcalina en presencia de su sustrato. 
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Análisis por inmunobloting de la genoteca de M. avium subsp. paratuberculosis 

Luego de embeber una membrana de nitrocelulosa de 15 cm de diámetro con IPTG, fue depositada 

sobre un césped de E.coli transfectado con la genoteca de λ-ZapII:MPTB. Luego de incubar a 37°C 

hasta las formación y transferencia de las placas de lisis a la membrana, se marcaron puntos 

referenciales y se la procesó por inmunoblot con los sueros seleccionados, de acuerdo a la 

descripción de la técnica de Western blot, en Materiales y Métodos. Los sueros seleccionados para 

el inmunoanálisis, tanto bovinos como murinos, fueron pooleados y posteriormente diluídos 1/200. 

Por el análisis de la genoteca con los sueros bovinos, se detectaron 6 placas de lisis 

inmunoreactivas (Figura 14). Se escindieron del agar las UFP reactivas para recuperar los fagos y 

se volvió a transfectar E. coli XL-Blue para realizar nuevamente un inmunoblot con el mismo suero 

empleado para el análisis. Se repitió el protocolo hasta obtener el clon aislado. De las 6 placas de 

lisis que se detectaron originalmente como positivas (screening primario), se pudo confirmar una 

UFP reactiva. Del análisis de la genoteca con los sueros murinos, se detectaron 12 UFP 

inmunoreactivas en primera instancia. De estas UFP, se recuperaron fagos recombinantes reactivos 

en 9 de los casos.  

  
 
             A                                                B 
 

 

 
Figura 14. Inmunoanálisis de la genoteca de M. avium subsp. paratuberculosis con sueros 
bovinos. Se muestran filtros de nitrocelulosa donde se transfirieron por capilaridad los clones de la 
genoteca de fago λ::MPTB y posteriormente fueron evaluados con el pool de sueros (1/200). A. 
Inmunobloting: primer screening. Se muestra con una flecha la señal positiva en el filtro de una UFP 
inmunoreactiva. B. Aislamiento y enriquecimiento de fagos provenientes de la UFP inmunoreactiva 
originada del primer screening, se muestran las múltiples UFP, clones de la observada en A.  

 
 

 

 

 

El sistema de escisión automática del vector, permite realizar el análisis de expresión de la 

secuencia clonada, como también realizar estudios de secuenciación sin necesidad de sub-clonar el 

inserto. Se obtuvieron los fagémidos por escisión automática del vector λ-Zap, y luego de 

transfectar E. coli XL-Blue, se obtuvieron los clones pBluescript recombinantes (pBL). Se 

realizaron con estos clones, ensayos de inducción de expresión de proteínas con IPTG 5mM y se 
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realizó el reconocimiento de las proteínas de fusión a β-gal expresadas por Western blot. Se 

muestran en la Figura 15, un ensayo de Western blot representativo, utilizando los extractos 

proteicos de 3 clones pBL inmunoreactivos. Se emplearon para este ensayo, los mismos sueros 

utilizados para el análisis de la genoteca. Se pudo observar que los clones pBL-28 y pBL-21 

expresaron una proteína de un tamaño aproximado de 45 kDa, mientras que el producto del clon 

pBL-24 presentó un tamaño aproximado a 35 kDa. También se observó que, los clones pBL-21 y 

pBL-28, presentaron niveles mayores de expresión de la proteína luego de la inducción con IPTG, 

sin embargo, el clon pBL-24 mostró niveles de expresión comparables en ambas condiciones. La 

inducción en ausencia de IPTG puede indicar que la expresión del antígeno, podría estar controlada 

por el promotor micobacteriano. En la Tabla 7, se indican los tamaños de las proteínas expresadas 

por el resto de los clones seleccionados de la genoteca. 

 

 

               
205 
119 

98 
 
 

52,3 
 

36,8 
30,1 

 
 

22 
 
 
 

7,6 

        MPM     1       2       3        4        5      6          7        8 

            
 
 
 
 
 
 
 
 Figura 15. Reconocimiento del antígeno potencial fusionado a β-gal expresado en E.coli XL-

Blue. Se muestran en el Western blot, 3 ensayos representativos. Calles 1 y 2, controles (vector sin 
inserto de ADN); calles 3 y 4, clon pBL 28; calles 5 y 6, clon pBL24; calles 7 y 8, clon pBL21. Calles 
2, 4, 6 y 8, inducción con  IPTG 5 mM. Se utilizó como anticuerpo primario, el suero murino (pool) 
utilizado para el análisis de la genoteca, diluído 1/200, y como anticuerpo de detección, el monoclonal 
anti-IgGmurino conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma), diluído 1/3000. MPM: marcador de peso 
molecular (BioRad), se indican los tamaños en kDa. 

 
 
 
 
 

 

Con el objetivo de corroborar la presencia e identidad del inserto, se realizaron las extracciones de 

ADN plasmídico, y posteriormente se realizó una digestión doble con las enzimas EcoRI y SacI 

como se indica en Materiales y Métodos. La elección de estas enzimas se basó en el 

reconocimiento de secuencias localizadas por fuera del sitio de clonado seleccionado en el vector 

(Figura 5). El producto de la digestión se separó electroforéticamente en un gel de agarosa 1 %. 

Como puede observarse en la Figura 16, los clones de las calles 1, 5, 6 y 7 (Figura 16B), 

compartían el mismo patrón de digestión, al igual que los clones de las calles 3, 4 y 8, sugiriendo la 

posibilidad que sean el mismo clon.  
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 Figura 16. Digestión de los clones recombinantes pBluescript (pBL) con las enzimas EcoRI-SacI. A. 

Clon derivado del análisis de la genoteca con sueros bovinos. Calle 1, ADN plasmídico del clon pBL-1 sin 
digerir; calle 2, digestión doble del clon pBL-1con las enzimas EcoRI-SacI; MPM: marcador de peso 
molecular, 1 kb (Promega). B. Clones derivados del análisis con sueros murinos. Digestiones de ADN 
plasmídico de los distintos clones con las enzimas EcoRI-SacI. Calle 1, pBL-19; calle 2, pBL-20; calle 3, 
pBL-21; calle 4, pBL-22; calle 5, pBL-23; calle 6, pBL-24; calle 7, pBL-25; calle 8, pBL-28. MPM: 
marcador de peso molecular, 1 kb Plus (Invitrogen), se indican los tamaños en pb. 
 

 

 

 

 

 

De acuerdo al análisis de los resultados de expresión y digestión de los clones pBL, se clasificaron 

de acuerdo a sus características en distintos fenotipos que se muestran en la Tabla 7. Estos 

resultados mostraron nuevamente la posibilidad de haber identificado el mismo clon en distintas 

oportunidades. 

   
 

Clon 

 

Suero de 

detección 

 

PM de la proteína 

de fusión  

 

Tamaño del fragmento 

EcoRI-SacI  

 

Fenotipo 

 

  

pBL-1 
 

bovino 
 

30-40 kDa 
 

2,5 kb 
 

A 
 

 pBL-20 murino 34 kDa 2 kb B  

 pBL-21-22 murino 45 kDa 2,5 kb C  

 pBL-24-

23-19 y 25 

 

murino 
 

35 kDa 
 

2,5 kb-2,8 kb 
 

D 
 

 pBL-28 murino 45 kDa <2,5 kb E  
 

Tabla 7. Características de los clones pBluescript recombinantes identificados 
en la genoteca. Los distintos clones aislados fueron clasificados en fenotipos según 
el tamaño de la proteína de fusión expresada en E. coli XLblue y el tamaño del 
inserto clonado. Se indica el origen del suero empleado para la detección de los 
mismos en la genoteca.PM, peso molecular. 
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4.1.3 Análisis de las secuencias codificadas por los clones pBluescript recombinantes.  

La totalidad de los clones pBL confirmados por digestión, fueron remitidos para su secuenciación. 

Para la reacción de secuenciación se usaron los oligonucleótidos universales T7 y T3. Una vez 

obtenida la secuencia del inserto de ADN en los clones seleccionados, se procedió al análisis de las 

mismas. Al momento de iniciado este estudio, la secuenciación del genoma de M. avium subsp. 

paratuberculosis estaba inconclusa y no estaban disponibles las secuencias parciales. Por este 

motivo, las búsquedas de identidad se realizaron inicialmente en el genoma de la cepa de 

referencia H37Rv de M. tuberculosis. Se utilizó el algoritmo BLAST v2 en el sitio 

http://genolist.pasteur.fr/tuberculist/. Las secuencias nucleotídicas parciales o totales del inserto de 

cada clon, fueron analizadas utilizando el algoritmo BLAST en el sitio de TIGR para los genomas 

incompletos escogiendo el genoma de M. avium subsp. avium 104 (www.tigr.org) y en la base de 

datos del National Center for Biotechnology Information, NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).  

 

4.1.3.1. Análisis del clon pBL-1 

La escisión de la única UFP reactiva identificada con los sueros bovinos generó el clon 

pBluescript-1 (pBL-1). Denominamos A al patrón de digestión del clon con las enzimas SacI-

EcoRI y al producto de fusión expresado de entre 30-40 kDa. El tamaño del inserto es de 2,5 kb. El 

análisis de alineamiento de la secuencia nucleotídica por BLAST con el genoma de M. tuberculosis 

H37Rv, mostró una identidad significativa con los genes viuB (81 %) y bfrA (83 %). Estos genes se 

encuentran en regiones genómicas distantes en el genoma de M. tuberculosis (Figura 17). De la 

misma manera, se realizó una búsqueda de identidad por alineamiento con las secuencias 

depositadas en la base de datos del NCBI, y se encontró una identidad del 98 % a nivel de 

secuencia nucleotídica con el gen bfrA de M. avium subsp. silvaticum. El gen bfrA codifica para la 

subunidad A de la bacterioferritina y la secuencia del inserto, abarca los 97 aminoácidos del 

extremo amino- terminal (N-terminal) de la proteína. Como la fusión a β-galactosidasa aporta a la 

proteína 23 kDa en el N-terminal, adicionando 11 kDa que corresponden a los 97 aminoácidos de 

la BfrA, se obtuvo aproximadamente, en el tamaño de la proteína de fusión observado por Western 

blot. Por este motivo, fue seleccionado el producto de este gen para su estudio. 
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Figura 17. Análisis de secuencia del clon pBL-1. Se muestran dos segmentos genómicos (2123684-2129374 y 
3200266-3208328) de M. tuberculosis H37Rv. En el segmento representado en la parte superior de la figura, se 
encuentra el gen bfrA y en el de la parte inferior, el gen viuB. Estos genes presentaron una identidad de 83 % y 81 % 
respectivamente con dos secuencias de 291pb y 423 pb del inserto pBL-1. 
 

 

En la Figura 18 se muestra la región genómica que codifica el gen bfrA en el genoma de M. avium 

subsp. paratuberculosis K-10, actualmente secuenciado en su totalidad. Este gen está anotado 

como MAP1595 y se encuentra en la misma región genómica que los genes ahpC (MAP1589c) y 

ahpD (MAP1588c), que cumplirían un rol protectivo en la célula a partir de su actividad peroxidasa 

y descriptos previamente como antígenos de MPTB. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 18. Representación de la región que codifica el gen bfrA en el genoma de M. avium subsp. 
paratuberculosis K-10. Se muestra en rojo, la región genómica detallada más abajo, mostrando el 
entorno genético de bfrA. Se resaltan con negro la secuencia de bfrA y la de los genes de los antígenos 
AhpC y D (Olsen et al., 2000). (figura tomada de la anotación del genoma de MPTB).         
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Asimismo, la secuenciación del genoma permitió conocer que el segundo gen presente en el inserto 

del clon pBl-1, viuB (MAP2960), se encuentra en una región genómica distinta, tal como ocurre en 

M. tuberculosis H37Rv y que en MPTB, este gen está a 1,54 Mb de distancia de bfrA. Por lo tanto, 

la presencia de estos genes en el mismo inserto, se debe a un artefacto producido durante la 

construcción de la genoteca. 

 

Análisis de la secuencia primaria de BfrA. La bacterioferritina es una proteína multimérica, 

constituída por subunidades idénticas. La secuencia del gen bfrA codifica para un producto 

(subunidad) de un peso molecular estimado de 18 kDa, que tiene un dominio conservado, 

clasificado dentro del grupo de ortólogos COG2193 de la base de datos CDC, (Conserved 

Domain Database; Marchler-Bauer et al., 2005) del NCBI. Este dominio se encuentra 

conservado en Bacteria, como se muestra en la Figura 19, donde se puede evaluar la 

presencia de bacterioferritina en distintas especies. 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 19. Alineamiento de secuencias del cluster
Domain Database) del NCBI. Se muestra la prese
géneros 
 

 1BCF_A         1 75 MKGD     TKVINYLNKLLGNELVAINQYFLHARMFKNWGLKRLNDVEYHESIDEMKHADRYIERILFLEGLPNLQDLG 
gi 1705456  MKGE     PKVIERLNDALFLELGAVNQYWLHYRLLNDWGYTRLAKKEREESIEEMHHADKLINRIIFFEGFPNLQTVS 
gi 1168652

   1 75 
     MQGD     PDVLRLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQENWGFTELAERTRVESFDEMRHAEAITDRILLLDGLPNYQRIG 
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1 75 
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Brucella melitensis (161aa) 
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Neisseriam miningitidis serogrupo A (BrfrB 157aa)
Neisseria miningitidis serogrupo A (BrfrB 154aa) 
Pseudomona aeruginosa PAO1 (154aa) 
Pseudomona aeruginosa (177aa) 
Nostoc sp. PCC7120 
Mesorhizobium loti MAFF303099(161 aa) 
Synechocystis sp. PCC6803 
 de ortólogos COG2193 empleando el CDD (Conserved 
ncia de homólogos en bacterias pertenecientes a distintos 

alidad, además de contar con la secuencia genómica 

ias completas de numerosas micobacterias y aunque 

fuente valiosa de información. Con el objetivo de 

oteína dentro del género Mycobacterium fueron 
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seleccionadas de la base de datos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes), las secuencias de las 

proteínas de interés de distintas especies representativas del género. Se obtuvieron las secuencias 

correspondientes a las micobacterias ambientales Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 (código de 

acceso, CP000511), Mycobacterium sp. KMS (CP000518), Mycobacterium sp. JLS (CP000580); la 

cepa MC2 155 de Mycobacterium smegmatis, una micobacteria patógena oportunista (CP000480); 

las micobacterias patógenas Mycobacterium ulcerans Agy99(CP000325), Mycobacterium avium 

subsp. paratuberculosis K-10 (AE016958), Mycobacterium leprae TN (AL450380), 

Mycobacterium avium subsp. avium 104 (CP000479), Mycobacterium bovis AF2122/97 

(BX248333) y Mycobacterium tuberculosis H37Rv (AL123456). Estas secuencias se alinearon con 

el programa ClustalW disponible en en el sitio del European Bioinformatics Institute, 

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/). En la Figura 20, se muestra el alineamiento global de las 

secuencias.  
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M.paratuberculosis      MQGDPEVLRLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQDNWGFTELAEHTRAESFDEMRHAEAITD 60 
M.avium                 MQGDPEVLRLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQDNWGFTELAEHTRAESFDEMRHAEAITD 60 
M.sp KMS                MQGDPDVLKLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQENWGFTELASHTRDESFDEMRHAEAITD 60 
M.sp JLS                MQGDPDVLKLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQENWGFTELASHTRDESFDEMRHAEAITD 60 
M.vanbaalenii           MQGDPEVLKLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQDNWGFTELAEHTRKESFEEMVHAEEITD 60 
M.smegmatis             MQGDPDVLKLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQDNWGFTELAEHTRAESFEEMRHAETITD 60 
M.tuberculosis          MQGDPDVLRLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQDNWGFTELAAHTRAESFDEMRHAEEITD 60 
M.bovis                 MQGDPDVLRLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQDNWGFTELAAHTRAESFDEMRHAEEITD 60 
M.ulcerans              MQGDLDVLRLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQENWGFTELAAHTRDESFDEMRHAEAITD 60 
M.leprae                MQGDPDVLRLLNEQLTSELTAINQYFLHSKMQENWGFTELAERTRVESFDEMRHAEAITD 60 
                        **** :**:***********************:******** :** ***:** *** *** 
 
M.paratuberculosis      RILLLDGLPNYQRLFSLRIGQTLREQFEADLAIEYEVMDRLKPAIILCREKQDSTTATLF 120 
M.avium                 RILLLDGLPNYQRLFSLRIGQTLREQFEADLAIEYEVMDRLKPAIILCREKQDSTTATLF 120 
M.sp KMS                RILLLDGLPNYQRLFSLRVGQTLREQFEADLAIEYEVVGRLKPGIIMCREKGDATSANLF 120 
M.sp JLS                RILLLDGLPNYQRLFSLRVGQTLREQFEADLAIEYEVVGRLKPGIIMCREKGDATSANLF 120 
M.vanbaalenii           RILLLDGLPNYQRLFSLRVGQTVREQFEADLAIEYEVVARLKPGIILCREKGDATSANLF 120 
M.smegmatis             RILLLDGLPNYQRLFSLRVGQTLREQFEADLAIEYEVLERLKPGIVLCREKQDATSARLL 120 
M.tuberculosis          RILLLDGLPNYQRIGSLRIGQTLREQFEADLAIEYDVLNRLKPGIVMCREKQDTTSAVLL 120 
M.bovis                 RILLLDGLPNYQRIGSLRIGQTLREQFEADLAIEYDVLNRLKPGIVMCREKQDTTSAVLL 120 
M.ulcerans              RILLLDGLPNYQRIGPLRVGQTLREQFEADLAIEYEVVNRLKPGIIMCREKQDSTSAVLF 120 
M.leprae                RILLLDGLPNYQRIGSLRVGQTLREQFEADLAIEYEVMSRLKPGIIMCREKQDSTSAVLL 120 
                        *************: .**:***:************:*: ****.*::**** *:*:* *: 
 
 

M.paratuberculosis      EQIVADEEKHIDYLETQLELMDKLGVELYSAQCVSRPPS-- 159 
M.avium                 EQIVADEEKHIDYLETQLELMDKLGVELYSAQCVSRPPS-- 159 
M.sp KMS                ETILADEEKHIDYLETQLELMDKLGEQLYAAQCVSRPPH-- 159 
M.sp JLS                ETILADEEKHIDYLETQLELMDKLGEQLYAAQCVSRPPH-- 159 
M.vanbaalenii           EKILADEEQHIDYLETQLELMGKLGEELYLAQCVSRPPS-- 159 
M.smegmatis             EQILADEETHIDYLETQLQLMDKLGDALYAAQCVSRPPGSA 161 
M.tuberculosis          EKIVADEEEHIDYLETQLELMDKLGEELYSAQCVSRPPT-- 159 
M.bovis                 EKIVADEEEHIDYLETQLELMDKLGEELYSAQCVSRPPT-- 159 
M.ulcerans              ESIVADEEKHIDYLETQLELMNKLGEELYSAQCVSHPPS-- 159 
M.leprae                EKIVADEEEHIDYLETQLALMGQLGEELYSAQCVSRPPS-- 159 
                        * *:**** ********* **.:**  ** *****:**    
igura 20. Alineamiento múltiple de secuencias BfrA. La figura muestra el alineamiento global de secuencias de 
a proteína codificada por el gen bfrA en las especies M. bovis, M. tuberculosis, M. leprae, M. ulcerans, M. 
anbaalenii, M. smegmatis, las subespecies avium y paratuberculosis del complejo M. avium y las cepas 
icobacterianas KMS y JLS de especie aún no determinada. Se alinearon las secuencias obtenidas de las bases de 

atos del NCBI con el programa ClustalW. El asterisco "*", indica que, el residuo en esa posición es idéntico en 
odas las secuencias del alineamiento; los dos puntos ":" indican una sustitución conservada; y el punto ".", indica 
na sustitución semiconservada en esa posición. 

 

74



Se pudo observar que la identidad entre los homólogos se conserva a lo largo de toda la proteína. 

La longitud de la secuencia primaria es constante en los distintos miembros (159 aa), con la 

excepción del homólogo de M. smegmatis (161aa). La matríz de similitud muestra una alta 

identidad entre los distintos miembros del género, siendo superior al 80 % en todos los casos 

(Figura 21).  

 

Identidad de aa entre secuencias (%) 
micobacteria Long. 

 (aa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1- M. tuberculosis H37Rv 159 100          
2- M. bovis. AF2122/97 159 100 100         
3- M. avium subsp. paratuberculosis K-10 159 88 88 100        
4- M. avium subsp avium 104 159 88 88 100 100       
5-M. leprae TN 159 90 90 88 88 100      
6-M. ulcerans Agy99 159 89 89 88 88 91 100     
7-M. smegmatis MC2 155 161 87 87 87 87 84 83 100    
8-M. vanbaalenii PYR-1 159 84 84 87 87 85 84 88 100   
9-M. sp JLS 159 86 86 87 87 86 89 88 89 100  
10-M. sp KMS 159 86 86 87 87 86 89 88 89 100 100 
 
Figura 21. Matríz de similitud de secuencias BfrA. La identidad de la secuencia completa entre los homólogos 
micobacterianos fue calculada utilizando el programa CLUSTAL W (1.83). 
 

 
 

Clonado y expresión de la subunidad BfrA. Luego de obtener la secuencia del gen bfrA por 

análisis de alineamiento entre la secuencia parcial del clon y la secuencia parcial del genoma de M. 

avium subsp. avium, se diseñaron oligonucleótidos para amplificar la totalidad del gen por PCR. Se 

realizó un clonado direccional empleando los sitios PstI y EcoRI del vector de expresión pRSET, 

se verificó la secuencia clonada por secuenciación y se transformaron E. coli BL21(DE). Se evaluó 

la expresión de la proteína y luego se realizó la inducción de un cultivo de 300 mL con IPTG 1 mM 

por 3h a 37 ºC. Se purificó la proteína recombinante por cromatografía de afinidad a metales, 

utilizando una matríz de níquel-nitriloacético (Invitrogen). La elución de la proteína se realizó con 

concentraciones crecientes de imidazol. Como puede observarse en la Figura 22, la proteína eluyó 

principalmente con una concentración de imidazol de 100 mM.  
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ación de BfrA por cromatografía de afinidad. Se indujeron bacterias E. coli 
RSETB:bfrA) con IPTG 1 mM por 3 h. Se muestran las distintas fracciones de la 
roteína recombinante. A. gel de poliacrialmida teñido con azul de Coomassie. B. 
ticuerpo anti-histidina. Calle 1, eluato; calle 2, lavado de la columna; calle 3, elución 
; calle 4, elución con imidazol 100 mM¸ calle 5, elución con imidazol 175 mM; calle 
azol 250 mM; calle 7, elución con imidazol 500 mM. MPM: marcador de peso 
m), se indican los tamaños en kDa. 
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actividad cruzada con los homólogos micobacterianos. Para evaluar la 

cimiento de proteínas homólogas en otras micobacterias, se obtuvo un suero 

ico contra la subunidad de BfrA recombinante de M. avium subsp. 

inmunizaron ratones BALB/c con 10 µg de la proteína recombinante en PBS, 

 inmunización, formando una emulsión con el mismo volumen de adyuvante 

d, tal como se indica en Materiales y Métodos. Una vez completado el 

ción, se obtuvo el suero y se evaluó su capacidad de reconocer a la proteína 

araron las distintas fracciones proteicas de las micobacterias estudiadas por 

 transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para realizar un Western blot. 

rse en la Figura 23, se detectó reactividad en los extractos proteicos de M. 

e campo), M. bovis AN5, M. smegmatis mc2155y M. phlei (aislamiento de 

n bandas de mayor tamaño, tanto en la proteína recombinante como en las 

bablemente consecuencia de la multimerización de la proteína. La diferencia 

servó entre la forma recombinante y la forma nativa, puede ser consecuencia 

ecuencia poli-histidina y los aminoácidos adicionales del vector (32aa) que se 

o terminal de acuerdo al sitio de clonado seleccionado (en este caso, PstI). La 

n mayor proporción en el extracto soluble de proteínas de MPTB, aunque 

 trazas en la fracción de proteínas del sobrenadante. Se observó una reacción 

 E. coli, reconociendo en este proteínas de un peso molecular superior al de la 
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Figura 23. Detección de BfrA (18kDa) en otras bacterias por Western blot. Se evaluó la reacción del 
suero específico murino anti-BfrA frente a extractos proteicos de distintas bacterias. Calle 1, BfrA 
recombinante; calle 2, sobrenadante de MPTB; calle 3, extracto de MPTB; calle 4, extracto de M. avium 
subsp. avium; calle 5, extracto de M. bovis; calle 6, extracto de M. smegmatis (se indica con “*”); calle 7, 
extracto de M. phlei (se indica con “*”); calle 8, extracto de E. coli K12. El suero hiperinmune se utilizó en 
una dilución 1/50, el anticuerpo de detección anit-IgG anti-ratón fue empleado en una dilución 1/3.000 
MPM: Marcador de peso molecular (Amersham), se indican los tamaños en kDa. 
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Evaluación de la respuesta humoral contra la proteína recombinante. Se enfrentó la subunidad 

A de la bacterioferritina a un panel de sueros bovinos de la colección de nuestro laboratorio. Se 

empleó la técnica de análisis multiantigenico MAPIA, tal cual se describe en Materiales y Métodos. 

Se utilizaron 16 sueros de animales provenientes de tambos con paratuberculosis, estos animales 

eran excretores de la bacteria por materia fecal, por eso se los considera infectados con la 

micobacteria y se los denominó PTB+. Adicionalmente se analizaron 10 sueros de animales 

provenientes de un rodeo con animales positivos a la prueba intradérmica de tuberculina y 15 

animales provenientes de rodeos sanos, libres de tuberculosis y paratuberculosis. 

 
      

    Animales Tb+ 
          

            Animales PTB+ 
     

          Animales sanos 

 

    
Control de suero 

 
 

PPDb 

PPDb 

     BfrA 

PPDa 
 

PPDa 
 

PBS 

Figura 24. MAPIA: Evaluación de la respuesta humoral frente al antígeno BfrA. Se muestra el 
reconocimiento de la proteína recombinante frente a un panel de sueros de animales con tuberculosis 
bovina (TB+), paratuberculosis (PTB+) o sanos. Se fijaron los antígenos a una membrana (Millipore), 
se utilizaron 180 µL de los antígenos por calle, en una concentración de 50 µg/mL (BfrA), 100 µg/mL 
o 50 µg/mL (PPDa y PPDb); los sueros bovinos se emplearon en una dilución 1/100, el anticuerpo 
monoclonal anti-IgG anti-bovino conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma), se utilizó de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante.  
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Se pudo observar que dos animales con PTB reconocieron el antígeno de forma intensa, mientras 

que ninguno de los animales negativos reaccionó frente a BfrA (Figura 24). Resultó notorio el 

reconocimiento de las mezclas antigénicas PPDa y PPDb de dos animales pertenecientes al rodeo 

con tuberculosis bovina (TB), sin embargo, ninguno reconoció el antígeno BfrA recombinante. 

 

4.1.3.2. Análisis del clon pBL-20 

Este clon proviene del análisis de la genoteca empleando los sueros de origen murino. Por 

secuenciación del clon pBluescript-20 con los oligonucleótidos universales T7 y T3, se obtuvo la 

totalidad de la secuencia del inserto de 2 kb. Las búsqueda de homología de las secuencias del 

extremo 5’ y 3’ arrojaron una identidad significativa con el gen que codifica para la enzima 

serina/treonina quinasa, PknB, de M. leprae (ML0016) y M. tuberculosis (Rv0014). La secuencia 

completa del gen es de 1881 pb y la proteína de M. tuberculosis tiene un peso molecular de 66, 5 

kDa. 

 

 
 

M. tuberculosis H37Rv 

 

 
clon pBL20 

                   3’                                          5’ 

 

 

Figura 25. Representación del inserto del clon pBL20 a partir del análisis de alineamiento de secuencias 
por BLAST con el genoma de la cepa de referencia M. tuberculosis H37RV. 

 

La secuencia completa del gen en M. tuberculosis abarca las bases de 15590 a 17470, mientras que 

el inserto abarca los nucleótidos 16291 a 15589, y esa región tiene un 82 % de identidad. El inserto 

contiene la secuencia completa del gen trpG que codifica para una para-aminobenzoato sintasa y 

parte de la secuencia del gen Rv0012 que codifica para una probable proteína de membrana (Figura 

25). 

Análisis genómico comparativo in silico. En la actualidad, contando con la secuencia completa de 

los genomas se puede confirmar que están representados todos los genes presentes en la región 

genómica de M. tuberculosis y que existe en esta región genómica un mismo ordenamiento de los 

genes (sintenia). Para los análisis genómicos, se utilizó el programa, ACT versión 5 (Artemis 

Comparison Tool), que permite comparar 2 o más genomas, herramienta del Instituto Sanger, 

disponible en http://sanger.ac.uk/Software/ACT/. Dado el 99 % de homología entre los genomas de 
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M. bovis y M. tuberculosis, y la disponibilidad de la secuencia completa del genoma de M. bovis, se 

utilizó la secuencia de esta bacteria y la secuencia del genoma de MPTB para la comparación 

genómica. Del análisis se puede observar que el gen está localizado río abajo del gen pknA en M. 

bovis, en MPTB existe una secuencia intergénica que contiene una ORF hipotética denominada 

MAP0017c (Figura 26). 

 

 

M. bovis AF2122/97 

M. avium. subsp. paratuberculosis K-10 

Figura 26. Análisis genómico de secuencias entre M. bovis AF2122/97 y M. avium 
subsp. paratuberculosis K-10. Se utilizó el visor ACT para mostrar la homología presente 
en los genes de la región genómica de pknB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análisis de la secuencia primaria de PknB. 

Esta quinasa pertenece a la familia de proteínas PF00069, en la base de datos PFAM, que agrupa a 

las proteínas quinasas que fosforilan los residuos serina y treonina. En la base de datos PROSITE, 

está depositado el consenso que las caracteriza, PS: 00108. 

 

Clonado y expresión del gen pknB. El gen más cercano al promotor del vector es pknB; por lo que 

se decidió clonar esta secuencia.El peso molecular teórico es de 66 kDa. El primer ensayo de 

clonado y expresión de la secuencia completa del gen resultó infructuoso. La expresión del gen 

causaba citotoxicidad en el cultivo de E. coli. Por este motivo, se truncó el segmento N-terminal de 

la proteína. La proteína recombinante expresada en pRSET, se purificó por cromatografía de 

afinidad a metales. Se realizó la elución de la proteína de la columna utilizando un gradiente de pH 

(Figura 27). Luego de verificar las fracciones que contenían la proteína recombiante, se dializaron 

contra PBS.  
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En M. tuberculosis, dnaK está organizado en un operón (operón dnaK), este consiste en el 

ordenamiento de los genes dnaK, grpE, dnaJ, y el gen hspR, un regulador transcripcional (Cole et 

al., 1998).  
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M. tuberculosis H37Rv 

 
 

Figura 28. Secuencia del clon pBL21. Se obtuvo la secuencia del inserto por secuenciación a partir de los 
oligonucleótidos universales T3 y T7 y análisis por BLAST del genoma de M. tuberculosis H37Rv. Este clon 
contiene 237 pb de la secuencia correspondiente al gen aceAa, 711 pb del gen dnaK, el gen completo grpE y un 
fragmento del gen dnaJ1,  

 
 
 
 

Este clon pBL21, se presentó el fenotipo C, según el tamaño de proteína recombinante expresada y 

según su patrón de digestión. El análisis de las secuencias génicas de los clones pBL22, pBL27 y 

pBL28, demostró que estos clones eran idénticos al clon pBL21.  

Como consecuencia de la presencia del extremo carboxilo-terminal de dnaK en estos clones, y que 

ha sido descripta la inmunogenicidad de la proteína DnaK en distintas especies, se seleccionó este 

gen para su clonado y análisis.  
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Análisis comparativo de las regiones genómicas de M. bovis y MPTB, correspondientes al gen 

dnaK. Para analizar el entorno genético del gen dnaK en MPTB, comparativamente al genoma de 

M. bovis AF2122/97, se utilizó el programa ACT. La Figura 29, muestra la conservación de los 

genes que constituyen el operón DnaK, sin embargo las regiones que se encuentran río arriba de 

dnaK y río abajo de hspR, presentan genes sin identidad. 

 

M. avium subsp. paratuberculosis K-10 

M. bovis AF2122/97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 29. Análisis comparativo de la región genómica que contiene el operón dnaK en M. bovis 
AF2122/97 y M. avium subsp. paratuberculosis K-10. El programa muestra una vista comparativa de los 
genomas basados en homología. En la parte superior del visor se encuentra la secuencia genómica de M. 
bovis, en la parte inferior, el genoma de MPTB. Las regiones homólogas se muestran en rojo y en amarillo. 
El operón dnaK se encuentra presente en las dos especies. Se resalta en azul, la región genómica que 
incluye al gen dnaKen MPTB. 

 

 

 

 
Búsqueda de dominios conservados a partir del análisis de la secuencia primaria. Las 

proteínas Hsp70 pertenecen a la familia de chaperonas clasificada como Pfam00012. Las 

chaperonas asisten al plegamiento de proteínas y su actividad es dependiente de ATP. Las Hsp70 

están constituídas por dos regiones: el amino terminal, que es el dominio con actividad ATPasa y el 

carboxilo-terminal, que es el sitio de unión al sustrato. Los miembros de esta familia tienen un peso 

molecular aproximado de 70 kDa Asimismo, están clasificados dentro del agrupamiento de 

ortólogos COG0443. En procariotas, esta proteína es denominada como DnaK, por el nombre de su 

homólogo eucariota Hsp70, aunque también es conocida por su tamaño como antígeno o proteína 

de 70 kDa. 
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Análisis de la identidad de secuencias entre los homólogos micobacterianos. DnaK es una 

proteína altamente conservada tanto en eucariotas como en procariotas. Para analizar el grado de 

identidad entre los homólogos micobacterianos, se obtuvieron las secuencias completas de los 

distintos homólogos, disponibles en las secuencias genómicas de la base de datos NCBI. 

Posteriormente se realizó un análisis de alineamiento múltiple utilizando el programa CLUSTAL 

W (1.83). Junto al alineamiento de las secuencias (no mostrado), el programa muestra los distintos 

score de similitud entre las secuencias, que se muestran en la Tabla 8. 

 

 

Identidad de aa entre secuencias (%) 
micobacteria Long.  

(aa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1- M. tuberculosis H37Rv 625 100          
2- M. bovis  AF2122/97 625 100 100         
3- M. avium subsp. paratuberculosis K-10 623 92 92 100        
4- M. avium subsp avium 104 623 93 92 99 100       
5-M. leprae  TN 620 92 92 94 94 100      
6-M. ulcerans Agy99 622 94 94 93 93 90 100     
7-M. smegmatis MC2 155 622 89 89 92 92 90 90 100    
8-M. vanbaalenii PYR-1 622 90 90 93 93 90 92 92 100   
9-M. sp JLS 622 90 90 92 92 91 91 91 93 100  
10-M. sp KMS 622 90 90 92 92 91 91 91 93 100 100 

 
Tabla 8. Matríz de similitud de secuencias DnaK/Hsp70. La identidad de la secuencia completa entre los homólogos 
micobacterianos fue calculada utilizando el programa CLUSTAL W (1.83). 
 

 

La secuencia de Hsp70 está altamente conservada a lo largo de toda la proteína en los distintos 

homólogos. La longitud de la secuencia aminoacídica varía entre 620 (M. leprae) y 625 

aminoácidos (M. tuberculosis y M. bovis) entre los distintos miembros del género Mycobacterium. 

De los análisis comparativos globales de secuencias entre las distintas micobacterias se puede ver 

reflejado un alto grado de conservación, superior al 90 % en todos los casos. Siendo secuencias casi 

idénticas que representan una alta identidad de 99 %-100 % para los miembros más relacionados 

pertenecientes a un mismo complejo (Tabla 8).  
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Clonado y expresión de DnaK. Se diseñaron los oligonucleótidos para clonar la secuencia 

completa de 1878 pb correspondientes al gen. Se adicionaron las secuencias KpnI y HindIII para el 

clonado direccional de la misma en el vector pRSET (Figura 30). 
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Figura 30. Clonado del antígeno de 70 kDa. Electroforesis en geles de agarosa. Se amplificó por 
PCR el gen hsp70 de M. avium subsp. paratuberculosis y se clonó utilizando el vector pGEM-T 
(Promega). A. Se  muestra el producto de la reacción de amplifición del tamaño esperado. Calle 1, 
ADN genómico de MPTB; calle 2, control negativo. B. Se muestra el producto de la doble digestión 
KpnI-HindIII utilizando el ADNp de los distintos clones pGEM-T::dnaK seleccionados, como se 
puede observar, todos los clones liberaron el inserto del tamaño adecuado. Calles 1 a 5, ADNp 
digerido con las enzimas KpnI-HindIII; Calle 6, ADNp sin digerir de uno de los clones analizados. 
MPM: marcador de peso molecular, 1kb (Promega), se indican los tamaños de algunos fragmentos 
representativos en kb. 

 

 

 

 

 

 

Se transformaron bacterias E. coli Bl21 y E. coli Bl21pLys, y se evaluaron distintas condiciones de 

inducción de la expresión de proteínas. En todos los casos se obtuvo un nivel de expresión bajo, 

como muestra la Figura 31 A y B. Sin embargo, luego de la inducción de 900 mL de un cultivo de 

E. coli BL21pLys, se pudo purificar exitosamente la proteína recombinante, como se observa en la 

Figura 31 C, obteniéndose cerca 1,5 mg del homólogo DnaK recombinante de M. avium subsp. 

paratuberculosis. 
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Figura 31. Expresión de DnaK recombinante. Se evaluó la expresión de la proteína empleando 
las células E. coli Bl21 y E. coli Bl21 (pLys). Se indujeron los cultivos a una DO de 0,4 en presencia 
de IPTG 1 mM por un período de 4 h a 37 °C. Como muestra la figura, no se observaron diferencias 
significativas en los niveles de expresión. A. SDS-PAGE 10 % teñido con azul de Coomassie. B. 
Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal anti-histidina (1/3000). Calles 1 y 3, células sin 
inducir; calles 2 y 4, células inducidas con IPTG.  Se indica con “*”, la posición de la proteína 
recombinante en el gel. C. Se indujeron 900 mL de un cultivo de E. coli BL(pLys)::DnaK y se 
purificó la proteína por columna de afinidad Ni-NTA. Se muestran las distintas fracciones eluídas con 
Tris-HCl 30mM pH 2, evaluadas por tinción con azul de Coomassie y por Western blot anti-histidina. 
MPM: marcador de peso molecular (Amersham Biosciences), se indican los tamaños en kDa. 

 

 

 

 

 

 

Evaluación de la respuesta humoral. Para evaluar la respuesta humoral de los animales 

infectados con la micobacteria, se enfrentó la proteína purificada a un panel reducido de sueros. Se 

seleccionaron 6 sueros de animales eliminadores de la bacteria por materia fecal y 6 animales 

provenientes de un establecimiento libre de la enfermedad. Estos últimos animales resultaron 

negativos cuando se evaluaron por la técnica de ELISA utilizando como antígeno LAM y el 

antígeno derivado del extracto protoplasmático de MPTB (Institut Pourquier). 
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Figura 32. Respuesta humoral frente al antígeno DnaK de MPTB. Se evaluó por Western blot el 
reconocimiento de DnaK por parte de bovinos sanos e infectados con MPTB. Se separó la proteína 
recombinante en un gel preparativo, se transfirió a una membrana, se fraccionó para analizar por W. blot. Se 
emplearon los sueros bovinos diluídos 1/100, y el anti IgG anti-bovino conjugado a fosfatasa alcalina 
(Sigma), en una dilución 1/3000. Calle 1, control anti-His; calles 2 a 7, sueros de animales PTB+;  calles 9 a 
13, sueros PTB-. Se indica con “*”, los animales que presentaron señal positiva.
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Se pudo observar que 3/6 animales con diagnóstico de paratuberculosis por cultivo de materia fecal 

reconocieron débilmente a la proteína recombinante (Figura 32). Sin embargo este reconocimiento 

no resultó específico de estos animales, dado que 2/3 animales provenientes de rodeos libres de la 

enfermedad también reaccionaron de forma positiva reconociendo a DnaK.  

 

Detección de los homólogos de DnaK en otras micobacterias y E. coli K12. Con el objetivo de 

demostrar la reactividad cruzada entre los distintos homólogos, consecuencia de la alta identidad de 

secuencias entre las distintas especies, se procedió a obtener anticuerpos específicos contra la 

proteina recombinante. Se inmunizaron ratones BALB/c con la proteína recombinante purificada, 

luego de obtener el suero hiperinmune, se lo utilizó para detectar la presencia de los homólogos en 

otras especies micobacterianas y en E. coli por Western blot. Como se muestra en la Figura 33, se 

pudo detectar la proteína correspondiente con peso molecular esperado en todas las especies 

evaluadas, demostrando además la reacción cruzada entre ellas. Dnak es una proteína citoplásmica 

esperándose encontrarla en la fracción de extracto de proteínas de la bacteria, sin embargo, se 

detectó también la proteína en el sobrenadante de cultivo de MPTB, aunque en menor proporción.  
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iento de DnaK en otras bacterias empleando sueros murinos anti-Dnak de 
or SDS-PAGE fracciones de proteínas provenientes de distintas bacterias. Luego 
brana de nitrocelulosa se realizó un Western blot utilizando como anticuerpo 
rinmune murino anti-DnaK (1/50), se utilizó como anticuerpo secundario un anti-
gado a fosfatasa alcalina(1/3000) (Sigma). Calle 1, DnaK recombinante; calle 2, 
; calle 3, extracto de MPTB; calle 4, extracto de M. avium. subsp. avium; calle 5, 

calle 6, extracto de M. tuberculosis H37Rv; calle 7, extracto de M. smegmatis 
to de M. phlei; calle 9, extracto de E. coli. MPM: marcador de peso molecular 
s), se indican los tamaños en kDa. 
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Selección de GrpE. Los clones pBluescript recombinantes que compartían el fenotipo C, también 

contenían la secuencia completa del gen grpE, que tiene una identidad del 88 % con el gen de la 

chaperona grpE (Rv0351) de M. tuberculosis. Este gen de 708 pb, codifica para una proteína de 

235 aa, cofactor de Hsp70. Como se ha demostrado la antigenicidad de distintas proteínas 

inducidas por stress térmico, entre ellas, las chaperonas, se decidió evaluar la potencialidad 

antigénica de esta proteína.  

 

Análisis de la secuencia primaria de la proteína GrpE. Esta proteína pertenece a la familia de 

proteínas PF01025 que abarca a distintas chaperonas (www.sanger.ac.uk/cgi-

bin/Pfam/getacc?PF01025). Esta es una familia de proteínas diversa cuya función es proteger a las 

proteínas del agregado irreversible durante su síntesis o durante períodos de stress celular. En 

procariotas, GrpE, es un homodímero que actúa como co-chaperona de DnaK, y actúa estimulando 

la velocidad de disociación de ADP en el dominio ATPasa de DnaK. La proteína GrpE tiene un 

consenso descripto en la base de datos de dominios, familias y sitios funcionales de proteínas 

PROSITE (www.expasy.org/prosite/). Este consenso, PS01071, se corresponde con la región más 

conservada de la proteína, el extremo C-terminal: [FYLV] - [DNST] - [PHEAYVS] - x(2) - 

[HMACNQ] - x - [ALV] - [LIVMTNSF] - x(16,21) - [GYP] - [FY] - x(3,4) - [DENGKS] - x(2,3) - 

[LIV] - [KRIV] - x - [STAG] - x - V - x(0,1) - [IV].  
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M.paratuberculosis    MTQGNQKTEGNPPEQVTVTDKRRIDPETGEVRHVPPGDTPGGTAPQAATAESG---GAAT 57 
M.avium               MTQGNQKTEGNPPEQVTVTDKRRIDPETGEVRHVPPGDTPGGTAPQAATAESG---GAAA 57 
M.tuberculosis        MTDGNQKPDGNSGEQVTVTDKRRIDPETGEVRHVPPGDMPGGTAAADAAH--------TE 52 
M.bovis               MTDGNQKPDGNSGEQVTVTDKRRIDPETGEVRHVPPGDMPGGTAAADAAH--------TE 52 
M.ulcerans            MS------EGNPQEQVTVTDKRRVDPETGEVRHVPPGDTPGGTPPAGADS--------SA 46 
M.leprae              MT------EGNPHEQVTVTDKRRIDPDTGEVRSIPLGDTPGGSEPAGMTDRSANSTDTMV 54 
M.sp KMS              MTRP-FNSESDPQEPVTVTDKRRIDPVTGEVREPSGPAPSGPAP-DAAPDSFAGETPEEA 58 
M.sp JLS              MTRP-FNSESDPQEPVTVTDKRRIDPVTGEVRDPSGPAPSGPAP-DAAPDSFAGETPEEA 58 
M.vanbaalenii         MSDP-VDRE----EPITVTDKRRIDPDTGQVREDRENSDAGPAPSGPAPDEFAGESVEEA 55 
M.smegmatis           MTQ---DDS---HEPVTITDKRRIDPETGEVREP-AATPQGSAPASAAP-----ETGGDS 48 
                      *:      .    * :*:*****:** **:**        * :                  
 
M.paratuberculosis    DKVAELTADLQRVQADFANYRKRALRDQQAAADRAKAAVVNQLLGVLDDLERARKHGDLE 117 
M.avium               DKVAELTADLQRVQADFANYRKRALRDQQAAADRAKAAVVNQLLGVLDDLERARKHGDLE 117 
M.tuberculosis        DKVAELTADLQRVQADFANYRKRALRDQQAAADRAKASVVSQLLGVLDDLERARKHGDLE 112 
M.bovis               DKVAELTADLQRVQADFANYRKRALRDQQAAADRAKASVVSQLLGVLDDLERARKHGDLE 112 
M.ulcerans            AKVAELTADLQRVQADFANYRKRALRDQQAAADRAKASVVSELLHAVDDIERARKHGDLD 106 
M.leprae              DKVAELTSDLQRVQADFANYRKRALRDQQTASDRAKATVISQLLGVLDDFDRAREHGDLD 114 
M.sp KMS              DKAGELLADLQRVQADFANYRKRALRDQQLTADRAKAGVMAQLLPILDDLDRARSHGDLD 118 
M.sp JLS              DKAGELLADLQRVQADFANYRKRALRDQQLTADRAKAGVMAQLLPILDDLDRARSHGDLD 118 
M.vanbaalenii         GKAAELLADLQRVQADFANYRKRALRDQQLMADRAKATVVSQLLPVLDDLDRARSHGDLE 115 
M.smegmatis           DEVTELKATLQRVKAEYDNYRKRALRDQQLIAERTKANVVSELLGVLDDLDRARSHGDLE 108 
                       :. ** : ****:*:: ***********  ::*:** *: :**  :**::***.****: 
 
M.paratuberculosis    SGPLKSVADKLESALTGLGLTAFGEEGEEFDPVLHEAVQHEGDG---SKPVIGTVMRQGY 174 
M.avium               SGPLKSVADKLESALTGLGLTAFGEEGEEFDPVLHEAVQHEGDG---SKPVIGTVMRQGY 174 
M.tuberculosis        SGPLKSVADKLDSALTGLGLVAFGAEGEDFDPVLHEAVQHEGDGGQGSKPVIGTVMRQGY 172 
M.bovis               SGPLKSVADKLDSALTGLGLVAFGAEGEDFDPVLHEAVQHEGDGGQGSKPVIGTVMRQGY 172 
M.ulcerans            FGPLKAVADKMMSVLTGLGLKSFGAEGEDFDPVLHEAVQHEGDGGQDAKPVIGTVMRQGY 166 
M.leprae              SGPLKSVADKLMSALTGLGLVAFGVEGEDFDPVLHEAVQHEGDGGEGSKPVIGDVLRHGY 174 
M.sp KMS              TGPLKAVADKLVSTLEGLGLTPYGEEGDEFDPALHEAVQHEGEG---THPVVGTVMRRGY 175 
M.sp JLS              TGPLKAVADKLVSTLEGLGLTPYGEEGDEFDPGLHEAVQHEGEG---THPVVGTVMRRGY 175 
M.vanbaalenii         SGPFKAVADKLVAILEGFGLSGFGEEGDEFDPALHEAVQHEGEG---THPVVGTVMRRGY 172 
M.smegmatis           SGPLKAVADKLVSTLEGLGLSAFGEEGDEFDPQLHEAVQHEGDG---THPVVGTVMRRGY 165 
                       **:*:****: : * *:**  :* **::*** *********:*   ::**:* *:*:** 
 
M.paratuberculosis    KLGDQVLRHALVGVVDTVTEEGDGEAAATDEPTAAA--AETRPPESDDNAGASGD----- 227 
M.avium               KLGDQVLRHALVGVVDTVTEEGDGEAAATDEPTAAA--AETRPPESDDNAGASGD----- 227 
M.tuberculosis        QLGEQVLRHALVGVVDTVVVD-AAELESVDDGTAVADTAENDQADQGNSADTSGEQAESE 231 
M.bovis               QLGEQVLRHALVGVVDTVVVD-AAELESVDDGTAVADTAENDQADQGNSADTLGEQAESE 231 
M.ulcerans            QLGEHVLRNALVAVVETIADD-TSEAGSTQQPADSG---EAGRPDTADNADAPAE----- 217 
M.leprae              KLGDQVLRHALVGVVDTIAGD-GAETVAIVAPVDST--AKTEQGELGDNVTPHKEDGD-- 229 
M.sp KMS              KVGDQVVRHALVGVVDTVPAGDTAENASAAGR------------EAAESDNQ-------- 215 
M.sp JLS              KVGDQVVRHALVGVVDTVPAGDTAENASAAGR------------EAAESDNQ-------- 215 
M.vanbaalenii         RVGEQVVRHALVGVVDTIPDASGPANTGSEPE------------QPAES----------- 209 
M.smegmatis           RVGEQVIRHAMVGVVDTVPDNASEDGSGAQPEDGSGDKPDAAAEQAAESDN--------- 216 
                      ::*::*:*:*:*.**:*:         .                :  :.            
 
M.paratuberculosis      ---- 
M.avium                 ---- 
M.tuberculosis          PSGS 235 
M.bovis                 PSGS 235 
M.ulcerans              ---- 
M.leprae                ---- 
M.sp KMS                ---- 
M.sp JLS                ---- 
M.vanbaalenii           ---- 
M.smegmatis             ---- 

Figura 34. Alineamiento múltiple de secuencias GrpE. La figura muestra el alineamiento de secuencias de la 
proteína GrpE en las especies M. bovis, M. tuberculosis, M. leprae, M. ulcerans, M. vanbaalenii, M. smegmatis, 
las subespecies avium y paratuberculosis del complejo M. avium y las cepas micobacterianas KMS y JLS de 
especie aún no determinada. Se alinearon las secuencias obtenidas de las bases de datos del NCBI con el 
programa ClustalW. El asterisco "*", indica que, el residuo en esa posición es idéntico en todas las secuencias del 
alineamiento; los dos puntos ":", indican una sustitución conservada; y el punto ".", indica una sustitución 
semiconservada en esa posición. 

 

 88



Análisis de la identidad de secuencias entre los homólogos micobacterianos. GrpE se sintetiza 

como parte del operón dnaK, siendo el producto principal de este operón, DnaK, una proteína 

altamente conservada tanto en eucariotas como en procariotas. Para analizar el grado de identidad 

entre los homólogos micobacterianos, se obtuvieron las secuencias completas de los distintos 

homólogos, disponibles en las secuencias genómicas de la base de datos NCBI. Posteriormente se 

realizó un análisis de alineamiento múltiple utilizando el programa CLUSTAL W (1.83) (Figura 

34). Junto al alineamiento de las secuencias, el programa muestra los distintos score de similitud 

entre las secuencias, que se muestran en la Tabla 9. 

 

 
Identidad de aa entre secuencias (%) micobacteria Long. 

 (aa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1- M. tuberculosis H37Rv 235 100          
2- M. bovis AF2122/97 235 99 100         
3- M. avium subsp. paratuberculosis K-10 227 74 74 100        
4- M. avium subsp avium 104 227 74 74 99 100       
5-M. leprae TN 229 68 68 67 67 100      
6-M. ulcerans Agy99 217 71 71 69 70 67 100     
7-M. smegmatis mc2 155 216 59 59 60 60 55 57 100    
8-M. vanbaalenii PYR-1 209 58 58 59 59 57 55 65 100   
9-M. sp JLS 215 57 57 64 64 60 55 61 72 100  
10-M. sp KMS 215 57 57 64 64 60 55 61 73 99 100 

 
Tabla 9.  Matríz de similitud de secuencias GrpE. La identidad de la secuencia completa entre los homólogos 
micobacterianos fue calculada utilizando el programa CLUSTAL W (1.83). 
 

 

Los distintos homólogos GrpE micobacterianos son mucho más variables respecto de DnaK. En 

cuanto a la longitud de la secuencia, su tamaño va desde 209 aa (M. vanbaalenii) hasta 235 aa 

(complejo M. tuberculosis). Se pudo observar  en el alineamiento de secuencias, que las regiones 

más variables son las amino y carboxilo-terminal. En la matriz de similitud se pudo observar 

nuevamente que una identidad alta (99 %) intra-especies pertencientes a los complejos M. 

tuberculosis y M. avium. Asimismo, existe una identidad del 99 % entre las cepas de especies aún 

no determinadas JLS y KMS. Sin embargo, a diferencia de DnaK, existe una identidad menor,  del 

74 % entre los complejos M. tuberculosis y M. avium. Estos homólogos, presentan los menores 

porcentajes de identidad con aquellos homólogos de las micobacterias no patógenas como M. 

smegmatis mc2 155, M. vanbaalenii PYR-1, Mycobacterium sp. JLS y Mycobacterium sp. KMS. 

Pese a que dnaK y grpE son genes que comparten la regulación de su expresión, su evolución pudo 

haber sido distinta.  
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Clonado y expresión de GrpE. Se diseñaron oligonucleótidos iniciadores para relizar un clonado 

direccional de la secuencia completa del gen grpE de M. avium. subsp. paratuberculosis. Se 

seleccionaron los sitios únicos BamHI y EcoRI del sitio múltiple de clonado del vector pRSET. Se 

transformaron bacterias E. coli BL21 y se indujo un cultivo de 500 ml durante toda la noche a 

37°C. Se purificó la proteína recombinante por cromatografía de afinidad a metales, realizándose 

una elución competitiva con imidazol (Figura 35).  

 

 

205 
119 

98 
 

52,3 

                                         A                                        B 
 
  MPM       1         2        3      4      5      6          1       2       3   

 
36,8 

 
30,1 

 
22 

 
 
 

7,6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evaluación de la respuesta humoral contra GrpE. Se evaluó el reconocimiento de la proteína 

recombinante por animales sanos (PTB-) y con paratuberculosis (PTB+). Como puede observarse 

en la Figura 36, 2/6 animales PTB+ reconocen a la proteína mientras que ningún animal PTB- lo 

reconoce. 

 

 

Figura 35. Expresión heteróloga y purificación de GrpE. El gen fue clonado en el vector de 
expresión pRSET y se expresó en E. coli BL21 induciendo con IPTG 1 mM por 16 h a 37 ºC. 
Luego de purificar en columna de níquel, se sembraron las fracciones en  SDS-PAGE 12 % y se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. A. gel teñido con azul de Coomassie. Calle 1, 
percolado; calle 2, primer lavado; calles 3 a 6, elución con  imidazol 1M. B. Western blot (anti-His) 
de las fracciones 3, 4 y 5. MPM: marcador de peso molecular (Bio-Rad), se indican los tamaños en 
kDa.  

Figura 36. Reconocimiento de GrpE por parte de bovinos sanos e infectados con MPTB. Se corrió 
la proteína recombinante en un gel preparativo, se transfirió a una membrana para realizar  un W. blot 
con los sueros de los animales, diluídos 1/100. Se empleó el anticuerpo de detección , anti-IgG bovino 
(Sigma) en una dilución 1/3000. Calles 1 a 6, sueros de animales PTB+; calles 7 a 11, sueros PTB-. 
Calle 12, control, incubado con el anticuerpo anti-His (1/5000). Se indica con “*”, los animales que 
presentaron señal positiva. 
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4.1.3.4. Análisis del clon pBL-24 Este clon deriva del análisis de la genoteca con los sueros 

murinos hiperinmunes y es producto de la escisión automática del vector λ-Zap. Este plásmido, 

pBL24, tiene un tamaño de inserto aproximado de 2 kb y fue secuenciado parcialmente con los 

oligonucleótidos T7 y T3. El análisis de alineamiento por BLAST de la secuencia parcial obtenida 

del clon pBL-24, no mostró identidad significativa con ninguna secuencia depositada en la base de 

datos del NCBI. Considerando la posibilidad de estar frente a una secuencia novedosa, se diseñaron 

oligonucleótidos adicionales, PTB24-for y PTB24-rev para secuenciar la totalidad del inserto 

clonado (Figura 37).  
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Figura 37. Represen ción del inserto en p-Bluescript (pBL24), derivado por escisión automática del 
vector λ-ZapII. Se mu tran los sitios de restricción utilizados para liberar el inserto del vector (EcoRI y SacI) 
y el sitio de clonado d
hibridan por fuera de 
(5’CATCAAGAAGGG
oligonucleótidos diseña

Los resultados de la b

genoma de M. tuberc

análisis de alineamien

obtuvieron regiones q

fragmento genómico,

avium subps avium 1

momento de este a

perteneciente a M. a

 

ta
es 

e los fragmentos genómicos (NotI). T7 y T3, son los oligonucleótidos universales  que 
la secuencia clonada y se emplearon para secuenciar el inserto de pBL-24. PTB24-for 
GCTGGGCGG 3’) y PTB24-rev (5’GGGTGCCGAAGTGGTAGCAGG 3’), son los 
dos para obtener la secuencia completa del ADN de MPTB presente en este clon. 

úsqueda por BLAST empleando la totalidad de la secuencia del inserto en el 

ulosis H37Rv, no reportó la presencia de secuencias homólogas. Se realizaron 

to de secuencias en el sitio de genomas incompletos disponible en TIGR, y se 

ue presentaban una identidad del 99 % con una secuencia contenida en el 

 disponible con el número 3294, de la secuencia parcial del genoma de M. 

04. Las secuencias parciales del genoma de MPTB, no estaban disponibles al 

nálisis. En consecuencia, se obtuvo la secuencia del fragmento 3294, 

vium subsp. avium 104, que contenía el segmento correspondiente a la 
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secuencia de interés (Figura 38). Nuevos análisis de alineamiento mostraron que la secuencia del 

extremo 5’ de la secuencia vecina a la contenida en el inserto de pBL24, tenía identidad con el gen 

sigF de M. tuberculosis H37Rv, determinada en 56 % por BLAST-p, mientras que la secuencia del 

extremo 3’, no presentó homología alguna con esta bacteria.  

 
CTGCGAGGTCCCGCTGCACGACTCGAGGAGTGAGTCAGCAATGGAAACTTGTTCCCGCGCAGTTGTTTACCCGATTCGTCGAGTGAAGAGGTGCGCCAGCCT Inicio SigF ATGACCAACGCAATCGCTCCGACACCTACAGCTGCCCGGCCCACCACCCAATCCGACGATTCGTACGAAGACGTCGTCGAGATGTTCCTGGAACTGCGCCGGATGCCCGCGGAAT
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Fin SigF CCCGACTGTGTCGCCGGGAAG

CGCACGAGTACCGCCGTCAGCGTGAGCGCATCGTGGCCCGATGCCTGCCCCTGGCCGATCACGTGGCCAGCCATTTCGCCCGCCGCGGCGAGGGTCTCGACGACTTGGTCCAGGT
CGCGCGGCTGGGGCTGATGAACGCCGTCAACCGCTTCGATCCGGCGAAGGGTCCCAGCTTCATCGGGTTCGCCGTGCCCACCATGATGGGCGAGGTCCGCCGCTATTTCCGCGAC
TACAGCTGGGGGATGCGGGTGCCCCGGCGGCTGCGCGAGTTGCACGTGCAGATCAGCAGGACGACCGCCGACCTCGCCCAGCAGCTCGGCCGGGCGCCGAACGCCGGCGAGCTCT
CGCAGGTGCTCGAGGTTCCGCGGGAAGAGATCGTCGAATGCCTGGTCGCCGGCGACGCCTATCGCCTCGACTCGTTGGATGCGCCGCAGGGTGCGGACAGTTCCGGGACGCCGCG
CTCGGTGGCCGACTCGGTGGGCGACATCGACCCGCAGATCGAGCACATCACCAACCGGGAAGCGCTGCGGGTCCTGGTCGCCACCCTGCCGCACCGCGAACGCGAGGTGTTGCGG
ATGCGGTTCTTCGAATCCATGACGCAGAGCCAGATAGCCGAGCGGATCGGCGTCTCGCAGATGCAGGTCTCGCGCATCCTGGCAAACACCCTGCGCTGCCTGCGCGACCAACTCG
AGTAA ACCGTTCATACCAGGAGTGCTCCGCGGCATTGGCTGCCGCGGAGCACTGTACTGTGCGATGCGGAAGACGAA GTCGCCA 
GGAAGCCTGGAAGGGAGCTCGATGCGATGAGGACTTCACGTGCGGTGATCGCGGGGGTGGCGGCGACGACGGCGCTGGCC GTGTCGGTCGCCGGGT 
GCGGCAGCAACAACAAGTCGCAGCCTTCGACGTCGAAGACCGGATCCGCCACCTCGTCGACCTCGGCCACCAGCCCCGCCGCGGCACCGCCCTCGTCGCCGGCGCCGGCGACGCC
CAACGAGTACGCCAAGCTGCTCATCCAGGCGAGCGACATCAACGCGCCGGTCCCCTTCACCGGCGCTCCACCGACCGACAACCCCAACGGCCAGCCCGGCGTGTCCACCACCTTC
AAAGACGAGGACGGCAGCCACGCCATCAAGATCACCATCGGCATCTACGACGACCCCGGCGCCGCGACCAACGCATTGAACGCGGCGAAGGGCCAGCAGGGCGCCGTGGTCAAAG
ACCCCAGCACGCAGCCGTCCAACATCGGCGGCGGCGGCACGACGCTGATGGGTAACGCACCCGACCGCAGCAAGGGTGTGGTGGTACTGCTGTTCACCGAGGGCAAGGCGCTGGC

Inicio clon pBL24 

GACGCTGGAGTTCGACGGTCCCACCGACACGCTGGCCCCGCCCGAATTCGTCAACGACGTCGGCCAGAAGCAGGACGCGGCCATCAAGAAGGGGCTGGGCGGCTAGCTAGCGGCT
GCGGAGGGGGCGCGACGTGAACGTCATCAACGGGATGCCGGCCCATGCGCTGCTGGTGCATTTCGTGCTGGTGCTGGTGCCGCTGACGGCGCTGCTGGACATCGTGTGCGGGCTC
TGGCCGGCGGCGCGGCGCGGGCAGCTGATGTTGCTGACGGTGATCCTGGCCGTGGTCACGATGGCGCTGACGCCGATCACCATCGACGCCGGCGGATGGCTGTACGACCAGCGGG
CCAACCCCAGCCCCATCCTGCAGGAGCACGCCACCCTGGGCAGTGCGATGACCTACTTTTCCGCCGCCCTGCTGGCGGTCGCGATCGTGCTGGCACTGCTGGGCCTGATCGAACG
CCGGTCGGACAAGCGGCGTCTGCTGACCCGCGGCGTCGTCGCGGTCCTGGCGCTGGGCATCGGCATCGCCTCGATGGTCCAGATCTACCGGGTGGGTGACGCTGGGGCCCAATCG
GTTTGGGGCGGCGAGATAGCGCACCTGAAAAAGGCGCACCCGGGATAACGGTCCCCGGATCAGCCGGTCGGGGTGAGCAGAAACAGCCGAAATCGCCGCGCACCCGCGAGTTCTT
GGGCCAGACCGTAATTCGGCCAGTGCGCCAGCGCGGCGGCCCAGGCCGCGTCGCGCTCTTGTCCACTGAGCAGCTGCACCGCCGCGACGAAACGATGCCCCCGCCTGCGCACCGT
GACCCGTTGTGCCGCTTTGAGATTCGCCGACCACGACGGGTGGCGCCGGCGTCCCCAGTTCGAACCGACCAACAACAGACCGTCACGAAAAGGGACGTACTGCACCGTCGCGCTT
CGGGCGAGGCCGGTCTGGCGTCCCGAGACGGTGATCCGCACATTCGGCAGACCGGCGAGGTCGAGCACTCCCAGCCGCCCCTTCGTGGCGAACCGCAGCAGCGCCTCCACGCCCT
CGACGATCGGCCGCCCGCGGCCCATCAGCAGGCGGTAGACCGCCCGGCTGCGGGCCAACCGCTGCAGCGAATTCATGCCACGACTGTATTCGCCGTGAGCCGCCTGCAGGCGTCA
GCGCGATGAAATGCCGTCGACGCGCCCACCTTTGACCGAGGCAGCCCGGCGCCACCCGGGTCCGCCTGGCGTCGCCCGCGGTGCGAC CCCTCGC 
CCGCGGTGCGACGGTAAATAAATTGCTTGATTTAACACGAGGGTGGGTGTTCACCGGCCGCCGAGGTGTTGTTCGCCGAGCGCGGGATGTACGCCGTGTCGAACCGGCAGATCAG
CGAAGCCGCCGGGCAGGGCAACAACGCCGCCGCCTGCTACCACTTCGGCACCCGGGTCGATCTGCTCCGGGCCATCGAGGGCAAGCACCGCGAGCCGATCGAGAAGCTGCGCGCG
CAGATGTTGGCCGCCGTCGGCGATTCCACCGAGCTGCGCGACTGGGTGGGCACGCTGGTGCGCCCGCTGACCGACCACCTGTCCGCGCTGGGCACCCCCAGCTGGTATGCCCGGT
TCGCCGCCCAGGCCATGGCCGATCCCAGCTACCGCCACGTGGTCACCAAGGACGCGCTGAGTTCGCCGTTGCTGGTGCGCACCCTCGACGGCATCAACCGCTGCCTTCCCGAGCT
GCCCCGGCGGGTGCGGGCCGAGCGCATGGTCTGAGGCGATGACCGCCGAGCGCATCGCTCGTTCCGACAGATCGACGGGCACCCGAGAGGCCATCCTGTATGGTGCGCAACCTTC
TCATGCACACCTGCGCCGAGCACGAGGGCGCGCTGGCCGAACACGGGCCGCGGTCCCGGTCGGCGTGGCCGGTCGCCGCGGAAGGGCTGATCGACGCCATCGTCGGGCTGTGGCG
AGCGCCGGTGCACGTGGCGGCCGCGGCCGGTCCCACGGGGCAGACCACGGCACCGGCCACCGGGCAGACCGATCACCGAGGAGCACCATGACGCAGCCGTCGACCGACGCCGACA 

 Fin clon pBL24 TCCTG

Figura 38. Secuencia del fragmento 3294 de la secuencia parcial del genoma de M. avium subsp. 
avium 104. Se muestran en azul los nucleótidos contenidos en la secuencia del inserto del clon pBL24. El 
análisis por BLAST en el genoma de la cepa de referencia M. tuberculosis H37Rv, no reportó homología 
en esta secuencia, como en la secuencia que se encuentra río abajo, que se muestra en negro. Se muestra 
río arriba, en verde la secuencia correspondiente una secuencia con un 56 % de identidad a nivel de 
secuencia aminoacídica con SigF de M. tuberculosis H37Rv. Se resaltan los codones de iniciación y 
terminación del marco de lectura abierto seleccionado para el estudio como antígeno potencial.  

on la secuencia del inserto y las regiones vecinas, se realizó un análisis de los marcos abiertos de 

ectura posibles, utilizando en programa DNA Strider 1.2. De todas las ORF posibles dentro de la 

ecuencia, se seleccionó una de 633 pb, presente en el extremo 5’ del inserto del clon pBL-24 y 

osiblemente en fase con el gen de β-galactosidasa del vector. Como ya se mencionó, río arriba de 

a secuencia, hay un gen homólogo a sig F. Río abajo de la secuencia, hay un marco abierto de 

ectura de función desconocida, seguido por una secuencia que tiene un dominio conservado en 

icobacterias, pero de función desconocida y más alejado un gen regulador de la familia tetR. 

uando se evaluaron los extractos de un cultivo de E. coli XL-blue (p-Bluescript 24) inducido con 

PTG por Western blot utilizando los sueros murinos, mostró una proteína de fusión de un tamaño 

proximado a 35 kDa, por lo tanto el marco abierto de lectura de 633 pb que codifica para una 

roteína de un peso teórico de 21 kDa, podía ser compatible con esta observación (dado que resta la 

ontribución de β-gal). Obtenida la secuencia de la proteína hipotética de 210 aminoácidos, se 

orroboró por análisis comparativo de secuencia que la misma no tenía homólogos en el resto de 

as micobacterias secuenciadas a ese momento, como M. tuberculosis H37Rv, M. bovis AF2122/97 

 M. leprae TN.  
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Detección del gen en otros representantes del género Mycobacterium. Con el objetivo de 

corroborar los resultados preliminares derivados del análisis bioinformático, que sugerían la 

presencia de un gen hipotético exclusivamente en el MAC, se decidió evaluar la presencia del gen 

en otras micobacterias. Se emplearon las técnicas de hibridación con sonda (Southern blot) y de 

amplificación génica (PCR). Se digirió el ADN genómico de diferentes especies micobacterianas 

con la enzima BstEII. Los fragmentos fueron separados electroforéticamente en un gel de agarosa y 

transferidos a una membrana de nylon. Se hibridó la membrana utilizando como sonda el marco 

abierto de lectura completo del gen hipotético, marcado radiactivamente. Se observó hibridación 

positiva de la sonda con los representantes de la especie avium (Figura 39). Por el contrario, no se 

detectó señal de hibridación de la sonda con el ADN genómico de M. smegmatis mc2155, M. bovis 

AN5, M. tuberculosis H37Rv o M. phlei, de esta última especie, se empleó un aislamiento de 

campo de nuestra colección.  

 

 

 

Figura 39. Análisis de la presencia del gen por Southern blot. Calles 1 y 6, M. avium subsp. 

paratuberculosis Malele-505; calle 2, M. avium subsp. avium; calle 3, M. smegmatis mc2155; calle 

4, M. bovis AN5; calle 5, M. tuberculosis H37Rv; calle 7, M. avium subsp. paratuberculosis, 

(aislamiento de campo); calle 8, M. phlei. MPM: 1 Kb (Promega), se indican los tamaños de los 

fragmentos en kb. 
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Con el objetivo de ampliar el análisis a un mayor número de micobacterias no contempladas en el 

ensayo de Southern blot, se realizó un análisis mediante amplificación del gen por PCR utilizando 

como templado ADN de las siguientes micobacterias: M. phlei, M. smegmatis mc2 155, M. 

tuberculosis H37Rv, M. bovis AN5, M. pinipedii, M. avium subsp. avium, M. avium subsp. 

paratuberculosis, M. avium subsp. intracellulare, M. chitae, M. africanum, M. gordonae, M. 

fortuitum, M. aurum, M. terrae, M. leprae. El producto de amplificación se corrió en un gel de 

agarosa y se observó la presencia o ausencia de un fragmento compatible con el tamaño del gen  

(611pb). Solamente se detectó el producto de amplificación en las muestras de M. avium subsp. 

avium, M. avium subsp. paratuberculosis y M. avium subsp. intracellulare (Figura 40). Como 

control de calidad del ADN, se amplificó por PCR el gen de la proteína de 65 kDa (Hsp65),  que 

está conservado en todas las especies micobacterianas, dando en todos los casos un producto de 

amplificación del tamaño esperado (no mostrado).  
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 Figura 40. Amplificación del gen en distintas especies micobacterianas. Electroforesis en gel de 
agarosa 1,5% del producto de amplificación. Se emplearon los oligonucleótidos y las condiciones 
detalladas en Materiales y Métodos, utilizando como templado, el ADN genómico de distintas especies de 
micobacterias. Calle 1, M. chitae; calle 2, M. aurum; calle 3, M. fortuitum; calle 4, M. gordonae; calle 5, 
M. terrae, calle 6, M. phlei; calle 7, M. smegmatis; calle 8, M. africanum; calle 9, M. pinipedii; calle 10, 
M. bovis AN5; calle 11, M. tuberculosis H37Rv; calle 12, M. leprae (ADN proveniente de una lesión 
lepromatosa); calle 13, M. avium subsp. avium; calle 14, M. avium subsp. paratuberculosis; calle 15, M. 
avium subsp. intracellulare; calle 16, control negativo de la PCR. MPM: marcador de peso molecular, 1 
Kb (Invitrogen), se muestran tamaños de referencia de algunos fragmentos. 

 

 

 

 

 

 

 

Estos resultados, junto al del Southern blot, confirmaron que el gen en estudio está presente 

unicamente en las especies del MAC y no se encuentra distribuído en otras especies 

micobacteriamas. 
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Se han reportado distintas deleciones que involucran la ausencia de genes, que permiten 

diferenciar, incluso entre distintas cepas de la misma especie de micobacteria (Marmiesse et al., 

2004), por este motivo, se decidió evaluar la presencia del gen, en aislamientos de M. avium subsp. 

paratuberculosis de distinto origen. Para esto, se realizó un Southern blot utilizando, como en el 

ensayo anterior, el gen completo como sonda. Se evaluaron 16 aislamientos provenientes de 

bovinos de raza Holando argentino, 1 aislamiento ovino y 1 aislamiento proveniente de un mouflon 

(Ovis musimon). Como muestra la Figura 41, el gen se detectó en todos los aislamientos, lo que 

indicó que se encuentra homogéneamente distribuído en los aislamientos de distinto origen 

estudiados.  
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Figura 41. Presencia del gen en distintos aislamientos de M. avium subsp. paratuberculosis. 
Se estudió la presencia del gen por Southen blot. A. Calles 1 a 16, aislamientos bovinos. B. Calle 1, 
aislamiento proveniente de mouflon (Ovis musimon); calle 2, control bovino. C. Calle 1, aislamiento 
ovino; calles 2 y 3, controles bovinos. 

 

 

 

Análisis de secuencia del gen. La posterior finalización, de la secuenciación del genoma de M. 

avium subsp. paratuberculosis K-10 y de su anotación, permitió determinar que la secuencia 

identificada en el clon pBL-24, se corresponde con el gen anotado como MAP1473c, localizado en 

la posición 1.612.931 del genoma de la bacteria ( 

Figura 42). El análisis genómico comparativo empleando el programa ACT, confirmó que la región 

que involucra al gen MAP1473c en M. avium subsp. paratuberculosis K-10, no se encuentra en M. 

bovis AF2122/97. Los análisis por BLAST, en los genomas actualmente disponibles confirmaron 

los resultados experimentales que mostraron que el gen MAP1473c, es un gen exclusivo del 

complejo M. avium. 
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Figura 42. Localización de MAP1473c en el genoma de M. avium subsp. paratuberculosis K-10. Se muestra en 

rojo, el marco abierto de lectura seleccionado del clon pBL-24. Río arriba, se encuentra un gen relacionado al factor σ 

(Pfam04539). Río abajo se encuentra una gen que codifica para una proteína hipotética (MAP1472c), y luego un gen, 

MAP1471c, cuyo producto tiene un dominio conservado de función desconocida (DUF385; CDD, NCBI) 

 
 
 
La secuencia codificante y la region regulatoria del gen, se muestran en la Figura 43. La secuencia 
nucleotídica muestra un alto contenido de G+C (69 %). Se identificó una secuencia potencial de 
Shine-Dalgarno (GGAAGGGAG), presente 12 pb antes del codón de iniciación ATG. Se 
localizaron los elementos promotores –35 y –10. De acuerdo a estos elementos, se descartó que el 
primer aminoácido de la secuencia fuera valina (V), localizado a 10 aminoácidos del seleccionado 
por este trabajo, metionina (M). La secuencia codifica un producto de 210 aminoácidos, entre los 
cuales, alanina es el más abundante (14,6 % del total). Los aminoácidos glicina, treonina y prolina 
también son abundantes en la secuencia, representando el 11,3, 10,4 y 9,4 % respectivamente. 
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                                  ACCGTTCATACCAGGAGTGCTCCGCGGCATTGGCTGCCGCGGAGCA
                                       -35                      -35   
CTGTACTGTGCGATGCGGAAGACGAACCCGACTGTGTCGCCGGGAAGGTCGCCAGGAAGCCTGGAAGGGAGCTCGATGCG
    -10                                -10 
ATG AGG ACT TCA CGT GCG GTG ATC GCG GGG GTG GCG GCG ACG ACG GCG CTG GCC GTG TCG 
 M   R   T   S   R   A   V   I   A   G   V   A   A   T   T   A   L   A   V   S 
GTC GCC GGG TGC GGC AGC AAC AAC AAG TCG CAG CCT TCG ACG TCG AAG ACC GGA TCC GCC 
 V   A   G   C   G   S   N   N   K   S   Q   P   S   T   S   K   T   G   S   A   
ACC TCG TCG ACC TCG GCC ACC AGC CCC GCC GCG GCA CCG CCC TCG TCG CCG GCG CCG GCG 
 T   S   S   T   S   A   T   S   P   A   A   A   P   P   S   S   P   A   P   A 
ACG CCC AAC GAG TAC GCC AAG CTG CTC ATC CAG GCG AGC GAC ATC AAC GCG CCG GTC CCC 
 T   P   N   E   Y   A   K   L   L   I   Q   A   S   D   I   N   A   P   V   P   
TTC ACC GGC GCT CCA CCG ACC GAC AAC CCC AAC GGC CAG CCC GGC GTG TCC ACC ACC TTC 
 F   T   G   A   P   P   T   D   N   P   N   G   Q   P   G   V   S   T   T   F 
AAA GAC GAG GAC GGC AGC CAC GCC ATC AAG ATC ACC ATC GGC ATC TAC GAC GAC CCC GGC 
 K   D   E   D   G   S   H   A   I   K   I   T   I   G   I   Y   D   D   P   G   
GCC GCG ACC AAC GCA TTG AAC GCG GCG AAG GGC CAG CAG GGC GCC GTG GTC AAA GAC CCC 
 A   A   T   N   A   L   N   A   A   K   G   Q   Q   G   A   V   V   K   D   P 
AGC ACG CAG CCG TCC AAC ATC GGC GGC GGC GGC ACG ACG CTG ATG GGT AAC GCA CCC GAC 
 S   T   Q   P   S   N   I   G   G   G   G   T   T   L   M   G   N   A   P   D   
CGC AGC AAG GGT GTG GTG GTA CTG CTG TTC ACC GAG GGC AAG GCG CTG GCG ACG CTG GAG 
 R   S   K   G   V   V   V   L   L   F   T   E   G   K   A   L   A   T   L   E 
TTC GAC GGT CCC ACC GAC ACG CTG GCC CCG CCC GAA TTC GTC AAC GAC GTC GGC CAG AAG 
 F   D   G   P   T   D   T   L   A   P   P   E   F   V   N   D   V   G   Q   K   
CAG GAC GCG GCC ATC AAG AAG GGG CTG GGC GGC TAG 
 Q   D   A   A   I   K   K   G   L   G   G   *    

 
 

Figura 43. Se muestran la region codificante y regulatorias del gen. La secuencia deducida de aminoácidos se 

muestra debajo de la secuencia nucleotídica. Dos secuencias promotoras –10 y -35 probables y alternativas están 

subrayadas. Los nucleótidos CGCCGG corresponden a la secuencia promotora propuesta –10, (similar a 

CGCCTG del gen fbpA de Mycobacterium tuberculosis, y TACTGT, la segunda secuencia (similar a TACACT 

del gen pan de Mycobacterium paratuberculosis). La identificación de la secuencia –35, TTGGCT (similar a 

TTGACT, correspondiente a la acetamida sintasa de M. tuberculosis) y TTCATA (similar a TTCAAA del gen 

bla de M. fortuitum), se realizó de acuerdo de Gómez y Smith (2000). La secuencia de unión al ribosoma es 

indicada con líneas interrumpidas. Se marcan en rojo, los aminoácidos valina y metionina, este último indicado 

como el primer aminoácido de la secuencia por el presente trabajo, mientras que valina es el propuesto más tarde, 

por la anotación de la secuencia del genoma de MPTB K-10. 
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Análisis de la secuencia primaria de la proteína. El programa SignalP 3.0, mostró la presencia 

de un péptido señal y la localización de los posibles sitios de clivaje de la peptidasa señal. El 

programa detectó la presencia de un péptido señal con una probabilidad de 1 y un sitio de clivaje 

entre los residuos 23 y 24 en la secuencia de 210 aminoácidos. El gráfico de hidrofobicidad 

obtenido con el algoritmo de Kite & Doolite (Figura 44) también indica una secuencia hidrofóbica, 

compatible con un péptido señal en el extremo amino-terminal de la secuencia estudiada. 
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Figura 44. Perfil de hidrofobicidad de la proteína. Este gráfico de acuerdo al 
algoritmo de Kyte & Doolitlle muestra el índice de hidrofobicidad en la ordenada y en 
la abscisa, la posición del aminoácido. Se identifica una región amino-terminal 
altamente hidrofóbica que abarca los primeros 25 aminoácidos.  
 

 

Predicción de regiones transmembrana en la proteína hipotética. Con el objetivo de identificar 

las regiones transmembrana que puedan dar información acerca de la topología de la proteína, se 

buscaron estos dominios empleando las herramientas bioinformáticas disponibles en 

http://www.expasy.org. El análisis de la secuencia aminoacídica de la proteína fue realizada con los 

programas TMHMM v 2.0 y TMpred. TMpred hace una predicción de regiones que atraviesan la 

membrana y la posible orientación, basado en las proteínas transmembrana ya descriptas. 

Mientras que el primero de los algoritmos, predice la ausencia de hélices que atraviesen la 

membrana, mostrando sólo la presencia de un segmento en el N- terminal con una probabilidad de 

0,4; el segundo, muestra la posible presencia de una fuerte hélice transmembrana de 21 

aminoácidos de longitud, desde el aminoácido 6 al 26. Esta predicción a través de las herramientas 

bioinformáticas, es compatible con la presencia de una secuencia señal en el extremo N-terminal. 

 

Búsqueda de dominios conservados y patrones. La búsqueda de patrones o dominios 

conservados pueden ser de utilidad para conocer la estructura o función biológica de la proteína. El 

análisis de la secuencia primaria en las bases de datos mostró que, la secuencia N-terminal se 

corresponde con el patrón de cis-acilación PS00013 depositado en Prosite 

(http://www.au.expasy.org). Este patrón determina los aminoácidos compatibles en la secuencia 
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señal para que sea reconocida y procesada por la señal peptidasa II. El patrón de acilación se 

corresponde con lo detallado a continuación:< [MV] -X- [RK] - {DERK} - [LIVMFWESTAG] - 

[LIVMFYSTAGCQ]-[AGS] - C >). Asimismo, el análisis bioinformático utilizando la base de 

datos de familias de proteínas, Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.shtml) mostró 

que la proteína pertenece a la familia de lipoproteínas cuyo representante es el antígeno 

lipoproteico micobacteriano de 19 kDa (Mycobacterium 19 kDa lipoprotein antigen) (código de 

acceso: PF05481).  

 

Clonado y expresión del gen. La secuencia fue clonada en el vector pRSET y expresada en E.coli 

BL21(DE3) pLys. La purificación se realizó en condiciones desnaturalizantes, empleando urea 6M, 

dado que en estas condiciones, se obtuvo un mayor rendimiento de la proteína recombinante. El 

análisis de las fracciones obtenidas por SDS-PAGE y por tinción con azul de Coomassie, 

mostraron que, si bien la proteína no se purificó a homogeneidad, la fracción de mayor 

concentración, obtenida por elución con imidazol 50 mM, está enriquecida en la proteína 

recombinante en un alto porcentaje (Figura 45). Las fracciones que no presentaban esta condición, 

fueron electroeluídas. Se obtuvo, a partir de un cultivo de 300 mL, un total de 1 mg de proteína 

recombinante. Las fracciones fueron congeladas a –20 ºC hasta su utilización. 
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 Figura 45 Expresión recombinante y purificación de la proteína. El vector de clonado pRSET fue 
empleado para la expresión heteróloga de la proteína en E. coli BL21-plys. La proteína recombinante fue 
purificada por cromatografía de afinidad. Fueron recolectadas distintas fracciones eluyendo con 
concentraciones crecientes de imidazol. Las fracciones fueron evaluadas por SDS-PAGE 12%  y Western 
blot. A. Gel de poliacrilamida teñido con azul de Coomassie. B. Western blot utilizando en anticuerpo 
monoclonal anti-Histidina 1/5000 (Sigma). Calle 1, control negativo sin IPTG; calle 2, inducción con IPTG 
 1 mM; calle 3, lavado de la columna;calle 4, imidazol 50 mM; calle 5, imidazol 100 mM; calle 6, imidazol 
175 mM; calle 7, imidazol 250 mM; calle 8, imidazol 500 mM. MPM: marcador de peso molecular (Bio-
Rad), se indican los tamaños en kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 99



 

Reconocimiento de la proteína recombinante por los sueros murinos. Con el objetivo de 

confirmar que la secuencia clonada, es reconocida por los sueros murinos utilizados para la 

evaluación de la genoteca, se analizó por Western blot el reconocimento de la proteína 

recombinante purificada por estos sueros. Como se muestra en la Figura 46, el pool de sueros 

hiperinmunes reconoció a la proteína recombinante. 

 

 
     1       2    3       4 

 

*      * 

 

 

 

 
34 kDa 

 

 
Figura 46. Reconocimiento de la proteína recombinante por los sueros murinos. Se 
empleó para el Western blot, el mismo suero empleado para el análisis de la genoteca, como 
segundo anticuerpo se utilizó el monoclonal anti-IgG anti-murino (Sigma). Calle 1, pool de 
sueros pre-inmunes; calle 2, pool de sueros hiperinmunes anti-proteínas totales de MPTB; 
calle 3, anticuerpo monoclonal anti-histidina (Sigma); calle 4, control negativo (sin primer 
anticuerpo). Se indica con el asterisco “*”, el reconocimiento de la proteína. 
 

 

 

 

 

Detección de la proteína nativa en la bacteria. Con el objetivo de evaluar la expresión en la 

micobacteria de la proteína correspondiente al gen seleccionado, se obtuvieron anticuerpos anti-

proteína recombinante. Se inmunizaron en ratones BALB/c. Para asegurar la inmunización con la 

proteína y disminuir interferencias de proteínas de E. coli que co-purifican durante la purificación 

por cromatografía de afinidad, se escindió la proteína recombinante luego de su separación 

electroforética por SDS-PAGE y tinción por azul de Coomassie. La fracción del gel conteniendo la 

proteína fue disgregada por Fast-prep y emulsionada con adyuvante incompleto de Freund para la 

inmunización de los animales. Los sueros obtenidos, luego de ser evaluado el reconocimiento de la 

forma recombinante de la proteína, fueron utilizados para el reconocimiento de la proteína en 

extractos proteicos de M. avium subsp. paratuberculosis por Western blot. Se detectó una proteína 

de un tamaño aproximado de 34 kDa. El análisis de extractos proteicos de otras micobacterias 

como M. smegmatis y M. bovis, no mostraron señal de reconocimiento, indicando la ausencia de 

homólogos en estas especies (Figura 47). Sin embargo, se observó la detección de una proteína de 

diferente peso molecular aparente, tanto en E. coli K-12 como en M. phlei. Dado que, por análisis 

in silico en la base de datos, la secuencia está ausente en el genoma de E. coli y, por otro lado, la 

evidencia experimental de los resultados obtenidos por Southern blot, mostró la ausencia del gen en 

el genoma de M. phlei, el reconocimiento de estas proteínas puede atribuírse a la reacción cruzada 
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con epítopes conservados presentes en otras proteínas. Como consecuencia a su tamaño aparente en 

MPTB y a la secuencia consenso de lipidación, se denominó a esta proteína Lpp34. 
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Figura 47. Obtención de anticuerpos anti-Lpp34 en ratones e Inmunolocalización de la proteína nativa 
en MPTB. A. Ratones BALB/c, fueron inmunizados (n=4) con la proteína recombinante y los sueros fueron 
evaluados por Western blot a t=0 (pre-inmune), calle 1; t1=15 días post-inoculación (pi), calle 2; y t2=20días  pi, 
calle 3. Los sueros hiperinmunes, fueron usados para reconocer la proteína por inmunobloting en una dilución 
1/50, como anticuerpo de detección se utilizó el monoclonal anti-IgG murino (Sigma), diluído 1/3000. B. Se 
emplearon extractos de proteínas de distintas bacterias. Calle 1, extracto de E. coli K12; calle 2, extracto de 
MPTB, calles 3, 6 y 7, proteína recombinante; calle 4, extracto de M. bovis; calle 5, extracto de M. smegmatis; 
calle 8, extracto de M. phlei; calle 6, control positivo, proteína recombinante detectada con el anticuerpo 
monoclonal anti-histidina (1/5.000). MPM: marcador de peso molecular (BioRad), se indican los tamaños de 
algunas proteínas del marcador, en kDa. 

 

Inmunohistoquímica. Los mismos sueros hiperinmunes anti-Lpp34 recombinante, fueron 

utilizados para detectar a la bacteria en el tejido de animales con paratuberculosis. Se utilizó la 

técnica de inmunohistoquímica en cortes de tejidos de dos animales con sintomatología compatible 

con la enfermedad. Estos animales presentaron serología positiva a la prueba ELISA-PPA, y se 

obtuvo el aislamiento de la bacteria a partir del cultivo de materia fecal. Se procesaron las muestras 

de tejidos, provenientes de intestino y de ganglio íleocecal, para el análisis histológico.También 

fueron procesados cortes de los mismos tejidos de dos animales sanos, como control. Las muestras 

fueron procesadas en el Instituto de Patobiología de INTA-Castelar por el Med. Vet. Fernando 

Delgado. Se empleó la técnica de tinción con hematoxilina y eosina (H&E) de rutina para 

visualizar las características del tejido y se constató en los animales paratuberculosos, la presencia 

de abundante cantidad de células gigantes, células epiteliodes y macrófagos. Se aplicó el protocolo 

de inmunohistoquímica (IHQ), empleando el anticuerpo anti-Lpp34 y el anticuerpo anti-MPTB 

(dirigido a las proteínas totales de la bacteria), como control positivo, y que es utilizado para el 

análisis de rutina. Se empleó en cortes derivados del mismo tejido, el suero pre-inmune de los 

ratones inmunizados con Lpp34. El anticuerpo anti-Lpp34 permitió observar señal positiva, en los 

mismos tejidos de animales con PTB que el anticuerpo de referencia (estos anticuerpos marcaron, 
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por IHQ solamente los tejidos de animales infectados con la bacteria). Aunque, utilizado en la 

misma dilución que este, la señal resultó menos intensa. El suero pre-inmune no mostró señal en 

estas muestras. Se observó marcación en células gigantes, células epitelioides y macrófagos (Figura 

48). Estos ensayos con el suero anti-Lpp34, permitieron la detección de la bacteria en el 

hospedador bovino.  
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Figura 48. Inmunohistoquímica (IHQ) utilizando anticuerpos dirigidos a la proteína Lpp34. 
Corte transversal de íleon: A. IHQ anti- Lpp 34. (100X) B. H&E, 200X. Corte transversal de ganglio ileocecal: 
C..IHQ anti-Lpp34 (400X). D. H&E (400X). Se observa inmunomarcación en células gigantes (2), epitelioides 
(1) y macrófagos. La técnica de hematoxilina-eosina, se realizó con el protocolo convencional, descripto en 
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Materiales y Métodos. Para la IHQ, se incubó con el anticuerpo murino anti-Lpp34 (1/50), 16 h a 4°C. Se 
utilizó el anticuerpo secundario anti-IgG anti-ratón/anti-conejo (Dako) biotinilado, 20 min a T ambiente. Para 
revelar la interacción, se incubó con streptavidina conjugada a peroxidasa y luego con el sustrato cromógeno 
(Dako). 
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Fraccionamiento sub-celular y ensayo de partición de fases en Tritón X-114. Para evaluar la 

hipótesis que la proteína tiene una localización en la membrana, se procedió a realizar un 

fraccionamiento sub-celular de MPTB por centrifugación y ultra-centrifugación. Asimismo, para 

determinar la naturaleza de la interacción con la membrana, se realizó un ensayo de partición en 

fases con el detergente Tritón X-114, utilizando la fracción de membranas de la bacteria, siguiendo 

el protocolo descripto en Materiales y Métodos. De esta manera, las proteínas de membrana y 

aquellas que interaccionen fuertemente con ella, quedarán separadas de las hidrofílicas, por su 

capacidad de interaccionar con el detergente no iónico. Las fracciones (fase acuosa y fase de 

detergente) obtenidas luego del particionamiento de fases, fueron tratadas con acetona fría para 

precipitar y concentrar las proteínas, tal como se indica en Materiales y Métodos. Posteriormente, 

se evaluó por Western blot, empleando el suero policlonal contra la proteína recombinante. Como 

muestra la Figura 49, la proteína se localizó en las fracciones enriquecidas en membrana y pared 

celular. Esta evidencia junto al resultado de la ausencia de proteína en el sobrenandante, parecería 

indicar que es una proteína que se localiza en membrana. Por otro lado, el ensayo de partición 

mostró que la proteína quedó retenida principalmente en la fase del detergente, demostrándose que 

existe una interacción fuerte con la membrana, característico de las proteínas transmembrana o 

lipoproteínas. 

 

 
                                              MPM          1      2       3       4       5         6        7               

 
 
 

Figura 49. Fraccionamiento subcelular y particionamiento de fases en Tritón X-114. La 
fracción de membranas obtenida por fraccionamiento subcelular fue sometida a un ensayo de 
particionamiento en fases con el detergente no iónico Tritón X-114, las fases acuosa y de 
detergente fueron tratadas con acetona para precipitar las proteínas. Se realizó un Western blot con 
las fracciones, empleando el suero policlonal anti-Lpp34 murino (1/50). Calle 1, proteínas del SN 
de cultivo obtenidas por precipitación con TCA 10 %; calle 2, extracto celular total, sometido al 
fraccionamiento subcelular; calle 3, pared y restos celulares (pellet de 20.000xg); calle 4, fracción 
de membranas (pellet de 100.000xg); calle 5, fracción citosólica (SN de 100.000xg); calle 6, 
fracción de proteínas retenidas en el detergente Tritón- X114; calle 7, proteínas retenidas en la fase 
acuosa del particionamiento de fases. MPM, marcador de peso molecular (BioRad), se indican los 
tamaños en kDa.  
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Análisis de la respuesta humoral de los bovinos contra la proteína. Para evaluar la respuesta 

humoral de contra Lpp34, se estudiaron por Western blot los sueros de bovinos infectados con M. 

avium subsp. paratuberculosis y en distintos estadíos de la enfermedad. Adicionalmente se 

evaluaron sueros de animales provenientes de rodeos negativos (sin historia de paratuberculosis) 

con resultado de ELISA negativo y sin aislamiento de MPTB, por cultivo de materia fecal. Debido 

a que se emplearon sueros de bovinos de distinta procedencia, estos tenían un diagnóstico 

serológico realizado por distintas pruebas. Se analizaron sueros provenientes de Bélgica (n=40), 

estos sueros fueron evaluados por el ELISA comercial Pourquier, y por un segundo enzimo-

inmuno-ensayo que emplea el antígeno LAM. Todos estos sueros, tenían resultado de serología 

negativo y provenían de establecimientos libres de la enfermedad. El resto de las muestras, 

provinieron de la EEA-INTA Balcarce. Los sueros de los animales de nuestro país fueron 

evaluados por el ELISA-PPA (INTA-Balcarce). La Figura 50, muestra un ensayo de un grupo de 

animales con paratuberculosis y un grupo control. Los resultados del análisis por inmunoblot de un 

total de 107 animales evaluados, se muestran en la Tabla 10. Como puede observarse, existe un 

amplio reconocimiento de la proteína en todos los grupos de animales estudiados. Sólo un bajo 

número de animales negativos, no presentó respuesta al ser evaluados por esta metodología.  
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cimiento de sueros bovinos a la proteína recombinante.  Se separó por SDS-PAGE 
de la proteína recombinante, se transfirió a una membrana de nitrocelulosa y se cortó en 
on distintos sueros bovinos, diluídos 1/100. Se utilizó como anticuerpo secundario el 

G bovino (Sigma) en una dilución 1/3000. Calles 1 a 7, animales de rodeos negativos; 
les con paratuberculosis confirmada por aislamiento de la bacteria en materia fecal; calle 
 del Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal anti-histidina, en una dilución 
lle 15, control negativo, se realizó el mismo protocolo pero no se incubó con el primer 
arcador de peso molecular (BioRad), se indican los tamaños en kDa. 

Animales ELISA + Animales ELISA - 
Cultivo + Cultivo s/r Cultivo + Cultivo - 

23 14 2 65 
0 0 0 3 

23 14 2 68 

aluación por Western blot del reconocimiento de la proteína recombinante.  
rte del resultado del cultivo. 
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Estos resultados, mostraron una respuesta inespecifica alta. Como se pudo observar en el ensayo de 

la Figura 47, se detectó la presencia de proteínas en E. coli y M. phlei que reaccionan en forma 

cruzada con Lpp34. La presencia de un epítope fuertemente reactivo conservado en distintas 

especies, probablemente pueda explicar estos resultados. 

Con el objetivo de cuantificar posibles diferencias en el reconocimiento de Lpp34 por parte 

de los animales paratuberculosos y sanos, no observables por la técnica de Western blot, se evaluó 

un grupo de sueros (n=20) por la prueba de ELISA. Se sensibilizaron placas con 0,5 µg de proteína 

recombinante por cada pocillo y se evaluaron los sueros diluídos 1/400, pre-adsorbiendo toda la 

noche con un extracto de E. coli o un liofilizado de M. phlei. Se analizaron sueros de animales 

provenientes de rodeos infectados con PTB y con serología positiva, algunos de ellos con 

diagnóstico confirmado aislamiento de la micobacteria y animales provenientes de rodeos no 

infectados, con serología negativa. La Figura 51, muestra las lecturas promedio de los grupos 

obtenidas luego de 15 min de revelado. Se pudieron observar diferencias significativas entre los 

animales PTB positivos y PTB negativos. La pre-adsorción con E. coli pone aún más en evidencia 

la presencia de epítopes diferenciales en la proteína reconocidos por los animales paratuberculosos.  
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Figura 51. Evaluación de sueros bovinos por la técnica de ELISA-Lpp34. Se evaluó el reconocimiento de la 
proteína Lpp34 recombinante por parte de los sueros bovinos infectados con M. avium subsp. paratuberculosis, 
y positivos a la prueba de ELISA-PPA (Allied-Monitor). Se utilizaron como control, animales negativos a dicha 
prueba y provenientes de establecimientos libres de la enfermedad. A .Se evaluaron lo sueros de los animales 
(1/200) sin absorber. B. Se evaluaron los sueros bovinos preabsorbidos con un extracto de E. coli BL21, 
obtenido por sonicación de las bacterias provenientes de un cultivo de 500 mL y cosechadas en fase 
exponencial, o preabsorbidos con un liofilizado de M. phlei, tal cual se utiliza para el diagnóstico serológico de 
PTB, empleando el antígeno de referencia PPA (Allied); (Paolicchi et al., 2003).  
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4.2. Evaluación de la presencia de proteínas ortólogas: Búsqueda de secuencias antigénicas 

del complejo M. tuberculosis. 

La disponibilidad de la secuencia completa del genoma de M. avium subsp. paratuberculosis K-10 

(Li et al., 2005), posibilitó la búsqueda y la posterior caracterización de secuencias que codifican 

para antígenos descriptos con anterioridad en otras especies.  

 

4.2.1. Estudio del antígeno P27 (LprG) en M. avium subsp. paratuberculosis. 

Esta proteína fue estudiada previamente en nuestro laboratorio y se demostró su antigenicidad en 

animales infectados con M. bovis (Bigi et al., 1997). Está codificada por el gen lprG (711p) y 

debido a su tamaño aparente, se denominó P27 en M. bovis. El gen lprG (Mb1446c) presenta una 

identidad del 100 % con el gen Rv1411c de M. tuberculosis. Este gen, se encuentra presente en el 

genoma de M. avium subp. paratuberculosis y está anotado como MAP1138c. El análisis de 

alineamiento local de secuencias (BLAST) entre LprG-M.bovis y el homólogo de MPTB, mostró 

una identidad del 83 % a nivel de secuencia nucleotídica y del 68 % a nivel de secuencia 

aminoacídica.  

 

Análisis comparativo de las regiones genómicas de M. bovis AF2122/97 y MPTB K-10, 

correspondientes al gen lprG. Para realizar un análisis comparativo del entorno genético del gen 

en MPTB K-10, con el genoma de M. bovis AF2122/97, se utilizó el programa ACT. Se pudo 

constatar que la región genómica que contiene al gen se encuentra conservada en ambas especies 

micobacterianas (Figura 52). El gen vecino hacia el extremo 3’ del gen lprG, Mb1445 en M. bovis, 

codifica para una proteína de membrana, caracterizada en M. tuberculosis y denominada P55. En 

MPTB, se encuentra un homólogo, MAP1137c. Esta proteína está relacionada al transporte y 

pertenece al agrupamiento COG0477 (Transporte de carbohidratos y metabolismo, superfamilia de 

permeasas). Existe en la región de los dos genomas, una cantidad importante de genes relacionados 

al metabolismo de riboflavina, ribC, ribA2 y ribH, río arriba de lprG y ribG, río abajo. Entre los 

genes ribA2 y ribC del genoma de M. bovis, se encuentran dos genes (Mb1448c y Mb1449c) que 

codifican para proteínas hipotéticas. Estos últimos genes, están ausentes en MPTB.  
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Figura 52. Análisis comparativo de la region genómica que contiene el gen lprG en M. bovis AF2122/97 y 
M. avium subsp. paratuberculosis K-10. El programa muestra una vista comparativa de los genomas basados en 
homología. En la parte superior del visor se encuentra la secuencia genómica de M. bovis, en la parte inferior, el 
genoma de MPTB. Las regiones homólogas se muestran en rojo y en amarillo (en este color, se resalta la 
secuencia de estudio, lprG).  
 

M. bovis AF2122/97 

M. avium subsp. patatuberculosis K-10 

 

Análisis de la secuencia primaria. El peso molecular estimado en base a la secuencia de 238 

aminoácidos de la proteína de MPTB, es de 24, 7 kDa, aproximado al de LprG de M. tuberculosis 

(24,5 kDa). Con el objetivo de evaluar la presencia de homólogos y analizar la similitud entre ellos, 

se realizaron búsquedas por BLAST y se obtuvieron las secuencias de los posibles ortólogos de los 

genomas micobacterianos disponibles en la base de datos del NCBI. Se realizaron análisis de 

alineamiento global de secuencias con el programa CLUSTAL W (1.83). Se analizó la identidad 

global entre las proteínas de las micobacterias descritas anteriormente. Se adicionó al análisis la 

secuencia identificada por BLAST en el genoma de Nocardia farcinica IFM 10152 (código de 

acceso, AP006618). Nocardiaceae y Mycobacteriaceae son familias que pertenecen al mismo 

orden Actinomycetales. Distintas especies del género Nocardia junto con las bacterias de la familia 

Streptomicetaceae han sido recuperadas del ambiente. La Figura 53 muestra el alineamiento entre 

las secuencias micobacterianas. Dado que la secuencia de Nocardia farcinica tiene una baja 

identidad, sólo se la incluyó para evaluar el porcentaje de homología que se muestra en la matríz de 

similitud. Del alineamiento múltiple de secuencias entre las distintas especies micobacterianas se 

pudo observar que la secuencia amino terminal presenta mayor variabilidad que el resto de la 

proteína (Figura ). Dado que la paratuberculosis y la tuberculosis bovina son enfermedades 

relevantes en el ámbito veterinario y son infecciones que pueden coexistir, se evaluó la identidad en 
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la secuencia completa entre los homólogos de las especies MPTB y M. bovis. Al igual que el 

alineamiento entre todos los homólogos micobacterianos, este alineamiento global de secuencias 

mostró claramente que la región N-terminal es la zona más variable (Figura 54).  

La matriz de similitud entre las secuencias muestra que, el homólogo de MPTB presenta una 

identidad menor al 50 % con las especies no patógenas (Tabla 11). Esta identidad es mayor con los 

homólogos presentes en las especies patógenas, teniendo un mayor porcentaje de similitud con la 

secuencia de M. ulcerans (78 %). La identidad global con el homólogo del complejo M. 

tuberculosis es del 66 %. La proteína codificada por el genoma de Nocardia farcinica tiene el 

menor porcentaje de similitud con el homólogo de MPTB (36 %). En cuanto a la longitud de la 

secuencia primaria, esta varía entre 234 y 238 aminoácidos. La secuencia perteneciente al género 

Nocardia, nuevamente fue la que presentó mayor diferencia, con 268 aminoácidos. 
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M.tuberculosis        MRTPRRHCRRIAVLAAVSIAATVVAGCS-SGSKPSGGPLPDAKPLVEEATAQTKALKSAH 59 
M.bovis               MRTPRRHCRRIAVLAAVSIAATVVAGCS-SGSKPSGGPLPDAKPLVEEATAQTKALKSAH 59 
M.ulcerans            MQGMQTRRRLFAVLAALGTATALVAGCS-SGTKDSGGPLPDATPLVKQATELTRNLKSAH 59 
M.paratuberculosis    MLGMQTRRRLSAVFASLTLATALIAGCS-SGSKQSGAPLPDPTSLVKQSADATKNVKSVH 59 
M.avium               ---MQTRRRLSAVFASLTLATALIAGCS-SGSKQSGAPLPDPTSLVKQSADATKNVKSVH 56 
M.leprae              MQAPKHHRRLFAVLATLNTATAVIAGCS-SGSNLSSGPLPDATTWVKQATDITKNVTSAH 59 
M.sp KMS              -MPTSPRHAAQALIAVLLAAAMFVAGCS-SSSEDADKPLPDAATLLQDSTQTTRDLQSVH 58 
M.sp JLS              -MPTSPRHAAQALIAVLLAAAMFVAGCS-SSSEDADKPLPDAATLLQDSTQTTRDLQSVH 58 
M.vanbaalenii         -MQTR----LLAIFAALFAVVALVAGCSGSSSKDSGKELPDAATLLQRSSETTKAQTSAH 55 
M.smegmatis           -MQTRPRFAVQSLFAILATAAALVAGCS-SSSETSDAPLPDGAALLQESASKTKTQQSVH 58 
                                 :::* :  .. .:**** *.:: :.  ***  . :: ::  *:   *.* 
 
M.tuberculosis        MVLTVNGKIPGLSLKTLSGDLTTNP-TAATGNVKLTLGGSDID-ADFVVFDGILYATLTP 117 
M.bovis               MVLTVNGKIPGLSLKTLSGDLTTNP-TAATGNVKLTLGGSDID-ADFVVFDGILYATLTP 117 
M.ulcerans            LVLTVNGKIPGLSMKTLSGDLTTNP-TAAKGNVELTLGGSAID-ADFVVVDGTLYATLTP 117 
M.paratuberculosis    LVLSIQGKISGLPIKTLTGDLTTTPATAAKGNATITLGGSDID-ANFVVVDGTLYATLTP 118 
M.avium               LVLSIQGKISGLPIKTLTGDLTTTPATAAKGNATITLGGSDID-ANFVVVDGTLYATLTP 115 
M.leprae              LVLSVNGKITGLPVKTLTGDLTTHPNTVASGNATITLDGADLN-ANFVVVDGELYATLTP 118 
M.sp KMS              LNLTVQGTIEELPIESLEGDLTNTPAVAASGKANIVFLGQRLDGVEFVVADGNLYGAISA 118 
M.sp JLS              LNLTVQGTIEELPIESLEGDLTNTPAVAASGKANIVFLGQRLDGVEFVVADGNLYGAISA 118 
M.vanbaalenii         LNLSVQGQIPDLPVESLEGDLTQSPAVAAKGTANIIFLGQRLNDVAFVVSDGDLYAAITA 115 
M.smegmatis           LLLTVQGKVDGLPVEKLDGDLTNAPAVAAEGTADLIAFGQKIADAKFVIADGNLYAALTP 118 
                      : *:::* :  *.::.* ****  * ..* *.. :   *  :  . **: ** **.:::. 
 
M.tuberculosis        N-QWSDFGPAADIYDPAQVLNPDTGLANVLANFADAKAEGRDTINGQNTIRISGKVSAQA 176 
M.bovis               N-QWSDFGPAADIYDPAQVLNPDTGLANVLANFADAKAEGRDTINGQNTIRISGKVSAQA 176 
M.ulcerans            N-KWSDFGPAADIYDPSQILKPQVGLANVLANLQGAKADGRDTIDGQTTIRITGKVTAEA 176 
M.paratuberculosis    N-KWSDFGKASDIYDVSVLLNPDNGLGNALANFSNAKAEGRETINGQSTIRISGNVSADA 177 
M.avium               N-KWSDFGKASDIYDVSVLLNPDNGLGNALANFSNAKAEGRETINGQSTIRISGNVSADA 174 
M.leprae              S-KWSDFGKASDIYDVASILNPDAGLANVLANFTGAKTEGRDSINGQSAVRISGNVSADA 177 
M.sp KMS              G-SFQDFGPAVDIYDVAAILSPDKGLANVLSNFSDPKSEGRETVSGVDTVRVTGTVSAEA 177 
M.sp JLS              G-SFQDFGPAVDIYDVAAILSPDKGLANVLSNFSDPKSEGRETVSGVDTVRVTGTVSAEA 177 
M.vanbaalenii         GGALSNFGPASDVYDVAAILNPDVGLANVLANFSNPTADGREEVKGAQTVRVTGEVSADA 175 
M.smegmatis           GDPLSNYGAAANIYDVSAILNPDTGLANVLANFSDATADGRESINGTEAVRVKGNVSADA 178 
                      .   .::* * ::** : :*.*: **.*.*:*: ...::**: :.*  ::*:.* *:*:* 
 
M.tuberculosis        VNQIAPPFNATQPVPATVWIQETGDHQLAQAQLD-RGSGNSVQMTLSKWGEKVQVTKPPVS- 236 
M.bovis               VNQIAPPFNATQPVPATVWIQETGDHQLAQAQLD-RGSGNSVQMTLSKWGEKVQVTKPPVS- 236 
M.ulcerans            VNQIAPPFNATEPVPGTVWIQENGDHQLVQAKLD-RGSGNSVEMTLSKWGEQVSVSKPPVS- 236 
M.paratuberculosis    VNKIMPQFNATQPVPSTVWVQETGDHQLVQANLQ-KSSGNSVQVTLSNWGEQVQVTKPPVSS 238 
M.avium               VNKIMPQFNATQPVPSTVWVQETGDHQLVQANLQ-KSSGNSVQVTLSNWGEQVQVTKPPVSS 235 
M.leprae              VNKIAPPFNATQPMPATVWIQETGDHQLAQIRIDNKSSGNSVQMTLSNWDEPVQVTKPQVS- 238 
M.sp KMS              VNAIAPQIGATGPVPAVAWIEEEGSHNLAQVKLE-PSAGNSVTMTLSDWGKQVTVTKPAV-- 236 
M.sp JLS              VNAIAPQIGATGPVPAVAWIEEEGSHNLAQVKLE-PSAGNSVTMTLSDWGKQVTVTKPAV-- 236 
M.vanbaalenii         VNKIAPQIAATGPVPGTAWITEDGDHELMQARLE-PSPGNSVTMTLSQWGEPVTVDKPAV-- 234 
M.smegmatis           VNKIAPALKADGPVPGTAWITED-DHTLLQAQLE-PTPGNSVTMTLSDWGKQVNVTKPAA-- 236 
                      ** * * : *  *:*...*: *  .* * * .::   .**** :***.*.: * * ** . 
                  
 

 
Figura 53. Alineamiento múltiple de secuencias LprG. La figura muestra el alineamiento de secuencias de la 
proteína codificada por lprG en las especies M. bovis, M. tuberculosis, M. leprae, M. ulcerans, M. vanbaalenii, M. 
smegmatis, las subespecies avium y paratuberculosis del complejo M. avium y las cepas micobacterianas KMS y 
JLS de especie aún no determinada. Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos del NCBI y se alinearon 
con el programa ClustalW. El asterisco "*", indica que, el residuo en esa posición es idéntico en todas las 
secuencias del alineamiento; los dos puntos ":", indican una sustitución conservada; y el punto ".", indica una 
sustitución semiconservada en esa posición.  
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M.paratuberculosis      MLGMQTRRRLSAVFASLTLATALIAGCSSGSKQSGAPLPDPTSLVKQSADATKNVKSVHL 60 
M.bovis                 MRTPRRHCRRIAVLAAVSIAATVVAGCSSGSKPSGGPLPDAKPLVEEATAQTKALKSAHM 60 
                        *   : : *  **:*::::*::::******** **.****...**::::  ** :**.*: 
 
M.paratuberculosis      VLSIQGKISGLPIKTLTGDLTTTPATAAKGNATITLGGSDIDANFVVVDGTLYATLTPNK 120 
M.bovis                 VLTVNGKIPGLSLKTLSGDLTTNP-TAATGNVKLTLGGSDIDADFVVFDGILYATLTPNQ 119 
                        **:::***.**.:***:*****.* ***.**..:*********:***.** ********: 
 
M.paratuberculosis      WSDFGKASDIYDVSVLLNPDNGLGNALANFSNAKAEGRETINGQSTIRISGNVSADAVNK 180 
M.bovis                 WSDFGPAADIYDPAQVLNPDTGLANVLANFADAKAEGRDTINGQNTIRISGKVSAQAVNQ 179 
                        ***** *:**** : :****.**.*.****::******:*****.******:***:***: 
 
M.paratuberculosis      IMPQFNATQPVPSTVWVQETGDHQLVQANLQKSSGNSVQVTLSNWGEQVQVTKPPVSS 238 
M.bovis                 IAPPFNATQPVPATVWIQETGDHQLAQAQLDRGSGNSVQMTLSKWGEKVQVTKPPVS- 236 
                        * * ********:***:********.**:*::.******:***:***:*********  
 
 

 
Figura 54. Alineamiento entre LprG de M. bovis y MPTB. Se alinearon las secuencias de M. avium subsp. 
paratuberculosis K-10 y M. bovis AF2122/97. Las secuencias fueron obtenidas de la base de datos del NCBI y se 
alinearon con el programa ClustalW. El asterisco "*", indica que, el residuo en esa posición es idéntico en todas 
las secuencias del alineamiento; los dos puntos ":", indican una sustitución conservada; y el punto ".", indica una 
sustitución semiconservada en esa posición.  
 

 

 
Identidad de aa entre secuencias (%) bacteria Long. 

 (aa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
1- M. tuberculosis H37Rv 236 100          
2- M. bovis AF2122/97 236 100 100         
3- M. avium subsp. paratuberculosis K-10 238 66 66 100        
4- M. avium subsp avium 104 235 67 67 100 100       
5-M. leprae TN 238 68 68 72 72 100      
6-M. ulcerans Agy99 236 76 76 70 70 66 100     
7-M. smegmatis mc2 155 236 50 50 54 54 49 49 100    
8-M. vanbaalenii PYR-1 234 51 51 55 55 54 52 62 100   
9- M. sp KMS 236 49 49 50 50 48 48 60 65 100  
10- Nocardia sp. 268 36 36 34 34 32 38 35 38 36 100 

 
Tabla 11. Matríz de similitud de secuencias LprG. La identidad de la secuencia completa entre los homólogos 
micobacterianos fue calculada utilizando el programa CLUSTAL W (1.83). 
 

 

Clonado del gen lprG de M. avium subp. paratuberculosis. Se clonó la secuencia completa del 

gen lprG, correspondiente al marco de lectura anotado como MAP1138c en la secuencia del 

genoma de M. avium subsp. paratuberculosis K-10. Se realizó un clonado direccional incorporando 

en los oligonuclétidos, los sitios de reconocimiento para las enzimas BamHI y KpnI. Se obtuvo por 

PCR un fragmento compatible con el tamaño del gen (717 pb) que se clonó en pGEM-T . 

Posteriormente se subclonó la secuencia en el vector de expresión pRSET (Figura 55). Se evaluó la 

expresión de la proteína en E. coli Bl21 (DE3). Se obtuvo una proteína recombinante de un tamaño 

aparente, cercano a 30 kDa. Se indujo un cultivo de 500 mL para posteriormente purificar por 

columna de afinidad, tal como se describe en Materiales y Métodos. Se obtuvo la proteína, 

principalmente en las fracciones eluídas con Tris-HCl 20mM pH 2 (Figura 56), se dializó la 

fracción de mayor concentración, y luego se cuantificó el contenido de proteína recombinante 
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mediante el ensayo colorimétrico BCA (Pierce). La concentración de esta fracción fue de 400 

µg/mL. Se fraccionó y se congeló a -80°C hasta su utilización.  
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 Figura 55. Amplificación y clonado del gen lprG. A. Se amplificó por PCR el gen, utilizando 
como templado el ADN de M. avium subsp. paratuberculosis. Calle 1, ADN de MPTB; calle 2, 
control negativo de la PCR. B. El producto de PCR fue clonado en el vector pGEM-T (Promega). El 
inserto liberó por digestión con las enzimas BamHI-KpnI por 1h a 37°C. Se muestran las reacciones 
de digestión utilizando ADNp de 4 clones seleccionados. Los clones 2, 3 y 4 liberan el inserto de 
tamaño esperado. Calles 1, 3, 5 y 7, ADNp sin digerir; calles 2, 4, 6 y 8, ADNp digerido.C. Se 
evaluó la eficiencia de la reacción de ligación al vector pRSET por amplificación del gen lprG. Se 
muestra el análisis de los clones recombinantes por PCR. Calles 1 a 5, ADNp de los distintos 
clones; calle 6, ADN de MPTB; calle 7, control negativo de PCR. MPM: 1kb (Promega), se indica 
en la figura, los tamaños de fragmentos representativos.  
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Figura 56. Evaluación de la expresión y purificación de LprG. A. Luego de la transformación de E. coli 
Bl21 con pRSET recombinante, distintos clones, LprG-1, LprG-2 y LprG-3, fueron inducidos con IPTG 
1mM a una DO600 de 0,4. Se evaluó por Western blot empleando el anticuerpo anti-His (1/5.000) la expresión 
de LprG recombinante. Calles 1, 3 y 5: cultivo sin inducir; calles 2, 4 y 6, cultivo tratado con IPTG 1mM. B. 
El clon LprG-2 fue seleccionado para la purificación de la proteína recombinante. Se muestra la 
electroforesis en gel de poliacrilamida de las distintas fracciones de la elución de la columna con un gradiente
de pH, se tiñó el gel con azul de Coomassie. Calle 1, Tris-HCl 20 mM pH 6; calle 2, Tris-HCl 20 mM pH 4, 
calles 3 y 4, Tris-HCl 20 mM pH 2. MPM: marcador de peso molecular (Bio-Rad), se indican los tamaños en 
kDa. 
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Evaluación de la reacción cruzada con la proteína ortóloga de M. bovis. Para evaluar la 

relación antigénica con la proteína homóloga, presente en las micobacterias del complejo M. 

tuberculosis, se realizó un ensayo de Western blot donde se enfrentó la proteína recombinante 

LprG de MPTB a un suero hiperinmune anti-LprG de M. bovis, obtenido en conejo. La Figura 57, 

muestra que el suero reconoció a la proteína de MPTB. Se demostró con este ensayo que existe 

reactividad cruzada entre las proteínas homólogas. 
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Figura 52. Reacción cruzada entre los homólogos LprG de MPTB y M. bovis. Se realizó un 
Western blot para evaluar el reconocimiento de la proteína recombinante de MPTB con un suero 
policlonal anti-LprG de M. bovis. Calle 1, LprG de MPTB recombinante (LprG-MPTB) (2 µg) 
incubada con anti-LprG-M.bovis. Se utilizó una dilución 1/100 del suero, como anticuerpo 
secundario se utilizó un anti-IgG anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma), en una 
dilución 1/3000; calle 2, LprG-MPTB recombinante incubada con el monoclonal anti-His 
(Sigma), se empleó como anticuerpo secundario un anticuerpo monoclonal anti-IgG-anti murino.  

 

 

 

 

 

Localización de la proteína nativa en M. avium subsp. paratuberculosis. Para evaluar la 

expresión y posible localización del homólogo en MPTB, se utilizó el suero hiperinmune contra 

LprG de M. bovis,  producido en conejo. Se realizó un Western blot con las proteínas del 

sobrenadante de cultivo de MPTB, precipitadas con sulfato de amonio, y con las proteínas solubles 

del extracto celular, obtenidas por lisis utilizando un Fast-prep. Para este análisis, también se 

utilizaron las mismas fracciones proteicas de M. bovis AN5. Se pudo observar que la proteína se 

expresaba en MPTB, con un tamaño aparente de entre 25-30 kDa. Se identificó una señal intensa 

en el extracto celular de MPTB (Figura 58), sin embargo, también se detectó su presencia en la 

fracción de proteínas del sobrenadante de cultivo. Contrariamente, en M. bovis, la proteína se 

detectó exclusivamente en el extracto de proteínas celulares. 
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 Figura 58. Detección de LprG en la bacteria por Western blot. Se detectó la proteína con el 
suero policlonal anti-Lprg de M. bovis. Se evaluaron las fracciones proteicas de extracto celular y 
de sobrenadante de cultivo. Calle 1, extracto de MPTB; calle 2, sobrenadante de MPTB; calle 3, 
extracto de M. bovis; calle 4, sobrenadante de M. bovis. MPM: marcador de peso molecular 
(Amersham-Biosciences), se indican los tamaños en kDa. 

 

 

 

Reconocimiento de LprG en otras micobacterias. Para evaluar la expresión de los ortólogos 

potenciales en M. smegmatis y M. phlei, y además, conocer la presencia de epítopes compartidos 

con LprG-MPTB, se obtuvieron sueros hiperinmunes en ratones BALB/c dirigidos a la proteína 

recombinante de MPTB. Estos sueros, se utilizaron para evaluar por Western blot los extractos 

celulares de las micobacterias. Se pudo detectar el reconocimiento de proteínas de un tamaño 

aproximado de 30 kDa en todos los extractos proteicos evaluados (Figura 59), esto demuestra la 

expresión de proteínas con epítopes compartidos en dichas especies. Dado que el gen se encuentra 

en M. smegmatis, se puede afirmar la presencia del ortólogo LprG en esta especie. Como puede 

observarse en la misma figura, el anticuerpo, dirigido a LprG-MPTB, reconoce a una proteína del 

tamaño esperado en el extracto celular de M. bovis, demostrándose nuevamente la presencia de 

epítopes compartidos. 
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Evaluación de la respuesta humoral de los animales contra la proteína recombinante. Se 

evaluó el reconocimiento de la proteína recombinante purificada, por parte de los sueros de 

animales con paratuberculosis. Para tal fin, se seleccionaron los sueros de animales eliminadores de 

la bacteria por materia fecal (animales PTB+). Adicionalmente, se incorporaron como controles, 

sueros de animales provenientes de establecimientos libres de la enfermedad y que resultaron 

negativos a las pruebas de aislamiento de la bacteria por materia fecal, como a los ensayos 

serológicos (animales PTB-). La Figura , muestra que 2/6 animales PTB+, reconocieron a la 

proteína en el ensayo de inmunoblot, mientras que ninguno de los sueros negativos reaccionó 

cuando se lo enfrentó a la proteína.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 59. Evaluación de la presencia de homólogos a LprG en M. smegmatis mc2 y M. 
phlei. Se realizó un Western blot empleando sueros hiperinmunes murinos, anti-LprG (MPTB), 
se empleó una dilución 1/50. Se utilizó como anticuerpo secundario el anticuerpo monoclonal 
anti-IgG anti-ratón, conjugado a fosfatasa alcalina, empleando una dilución 1/3000. Calle 1, 
extracto de proteínas celulares de MPTB; calle 2, extracto de proteínas celulares de M. bovis 
AN5; calle 3, extracto de proteínas de M. smegmatis mc2155; calle 4, extracto de proteínas de M. 
phlei. MPM: marcador de peso molecular (Fermentas), se indican los tamaños en kDa. 
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Figura 60. Reconocimiento de LprG recombinante por los sueros bovinos. Se emplearon sueros de 
bovinos infectados por la bacteria y sueros de bovinos provenientes de rodeos libres de la enfermedad. 
Se separó electroforéticamente la muestra de proteína en un SDS-PAGE 12 % preparativo, se transfirió a 
una membrana de nitrocelulosa. Se evaluó por Western blot el reconocimiento de la proteína empleando 
una dilución 1/100 de los sueros bovinos. Calle 1, anti-His; calles 2 a 6, sueros de animales PTB +; 
calles 7 a 11, sueros de animales PTB -. Se indica con “*”,  la señal positiva en los animales que 
detectaron la proteína. 

 

 

 

 

 

 

4.2.2. Estudio del antígeno de 45/47 kDa en M. avium subsp. paratuberculosis. 

Esta proteína fue descripta inicialmente en las especies del complejo M. tuberculosis y en M. 

leprae (Wieles et al., 1994; Espitia et al., 1995). Si bien se describió la presencia de esta proteína 

en M. avium subsp. avium (Secott et al., 2001), la caracterización de este homólogo en MPTB no es 

completa, como así tampoco fue evaluada su capacidad antigénica y utilidad diagnóstica en la 

enfermedad de Johne.  

 

Análisis del gen que codifica para el antígeno 45/47 kDa en MPTB. Se corroboró la presencia 

de un gen que tiene 1107 pb, anotado como modD y corresponde al marco de lectura MAP1569 en 

el genoma de la bacteria. Por análisis de alineamiento local de secuencias (BLAST), se observó que 

la secuencia contenida entre los nucleótidos 403 y 668, tiene un porcentaje de identidad de 81 % 

con el gen Rv1860 de M. tuberculosis H37Rv y 82 % con el gen Mb1891 de M. bovis AF2122/97. 

Estos genes, codifican para el antígeno de 45/47 kDa en estas bacterias, y son denominados de 

acuerdo al producto que codifican, apa o modD, indistintamente. 
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Análisis comparativo de las regiones genómicas de M. bovis AF2122/97 y MPTB K-10, 

correspondientes al gen modD. Para realizar un análisis comparativo del entorno genético del gen 

modD en MPTB K-10, con el genoma de M. bovis AF2122/97, se utilizó el programa ACT. La 

Figura 531, muestra el alineamiento de la región de interés entre los dos genomas.  

 

M. avium subsp. paratuberculosis K-10 

M. bovis AF2122/97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 53. Análisis comparativo de la region genómica que contiene los genes modABCD en M. 
bovis AF2122/97 y M. avium subsp. paratuberculosis K-10. El programa muestra una vista 
comparativa de los genomas basados en homología. En la parte superior del visor, se encuentra la 
secuencia de M. bovis, en la parte inferior, el genoma de MPTB. Las regiones homólogas se muestran 
como líneas rojas. Los genes mod se encuentran presentes en las dos especies. En amarillo, se muestra la 
secuencia de modD. Río abajo del gen modA de MPTB, existe un gen hipotético, MAP1566 (marcado en 
azul), que está ausente en M. bovis. Se señala con amarillo la homología presente en el gen modD entre 
los dos genomas. 

 

 

 

 

Se observó que, en M. bovis el gen modD se encuentra río abajo de los genes modA, modB, modC. 

Estos genes están relacionados con la captación del molibdeno y constituirían, junto a modD un 

operón en M. bovis. Río abajo de modD, se encuentran, un gen hipotético y el gen adhA, que 

codifica para la subunidad A de la enzima alcohol deshidrogenasa. En MPTB, el gen modD tiene la 

misma posición relativa que en M. bovis. Asimismo, en esta bacteria, existe un gen no 

caracterizado (MAP1566), entre las secuencias de los genes modA y modB. Por lo tanto, existe una 

organización distinta de los genes modABCD en M. avium subsp. paratuberculosis. Esto mismo se 

observó en otras micobacterias como M. ulcerans, y M. smegmatis. En estas últimas bacterias, los 

genes modA y modB se encuentran en regiones genómicas distantes del resto de los genes del 

operón (Figura 54).  
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La figura muestra las regiones genómicas conteniendo las secuencias de los genes en M. ulcerans. 

El gen adhA (MUL_3015) codifica para una alcohol deshidrogenasa dependiente de zinc, de 342 

aminoácidos, el producto de este gen, presenta una identidad superior al 70 % con las proteínas 

presentes en otras especies como M. leprae (ML_2053) M. bovis (Mb1893), M. avium subsp. 

paratuberculosis (MAP1571) y con la proteína de 337 aminoácidos codificada por el gen 

MSMEG_3615 del genoma de M. smegmatis. Estas deshidrogenadas pertenecen a la familia 

PF00107, y son responsables de la oxidación de etanol a acetaldehído. Es notoria la presencia en 

esta región de otras deshidrogenadas, codificadas por MSMEG_2019, MSMEG_2013, y 

MSMEG_3619 en M. smegmatis, por MUL_3023 en M. ulcerans y por MAP1564c en M. avium 

subsp. paratuberculosis pertenecientes a la familia PF00106. Esta familia, conocida como familia 

de deshidrogenasas-reductasas short-chain (SDR), es una gran familia de enzimas de cerca 250 a 

300 aminoácidos. La enzima alcohol-deshidrogenasa de Drosophila fue el primer miembro de esta 

familia caracterizado, en consecuencia, esta familia solía llamarse “alcohol deshidrogenada tipo 

insecto” o short-chain. 

 

 

 

modB 
modD 

MSMEG_2017 

MSMEG_2019 

MSMEG_3620 

36788705pb                                                     3683896pb 2091191pb                                                                    2098355pb      

       [3340262pb                                                                                                                                                             3349352pb] 
 
 
 
 
 
 

modD 

modC modB 

modA adhA omt 

MUL_3016 

MUL_5112 

MUL_3019 

MSMEG_3615 
  modC                             modA 

MSMEG_2013 

hisD 

MSMEG_3619 MSMEG_3616      
 
               
            MSMEG_3617 

Figura 54. Región genómica de los genes mod en M. ulcerans Agy99 y M. smegmatis mc2155. Se muestra 
esquemáticamente el ordenamiento de los genes en las distintas especies. En púrpura se muestran los genes mod, en 
naranja, los genes que codifican para las deshidrogenadas de la familia PF00106 short-chain, y en rosa las 
deshidrogenasas dependientes de Zn, pertenecientes a la familia PF00107. Se muestra dentro de los corchetes y en 
azul, la localización de las secuencias en el genoma de cada bacteria.  
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Caracterización de la secuencia primaria de ModD de MPTB. El gen modD codifica para una 

proteína de un peso molecular teórico de 36 kDa. La secuencia está caracterizada por un alto 

contenido de residuos alanina y prolina (A, P), que, en el caso de MPTB, es cercano al 20 % 

(Figura 55).  
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El modelo de Hidden Markov de SignalP 3.0, mostró la presencia de una secuencia señal para la 

exportación de la proteína, vía el camino secretorio general, al igual que la proteína homóloga de 

M. tuberculosis (Figura 56).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56. Análisis predictivo de la secuencia señal utilizando el programa SignalP 
3.0. Se muestra en la figura la salida del programa. Las regiones probables n (residuos 
cargados positivamente), h (residuos hidrofóbicos) y c (residuos cargados negativamente o 
neutros) presentes en las secuencias señal (con una probabilidad=1) y el sitio de clivaje 
con una probabilidad de 0,91 entre las posiciones 39 y 40.  
 

 

 

Con el objetivo de evaluar la identidad entre los homólogos micobacterianos, se realizó un análisis 

comparativo a  nivel de secuencia primaria. Se analizaron las secuencias aminoacídicas de la 

proteína estudiada, presentes en las distintas micobacterias, cuyos genomas se encuentran 

disponibles en la base de datos. La longitud de la secuencia varía en tamaño de 287 (M. leprae) a 

385 aminoácidos (M. avium. subsp. avium). A partir del análisis del alineamiento global de 

secuencias por ClustalW, se pudo observar que a lo largo de toda la secuencia, existen escasas 

regiones conservadas. La mayor homología, estuvo dada entre los organismos pertenecientes al 

mismo complejo (M. avium y MPTB; 98 %; M. bovis y M. tuberculosis, 99 %). Los alineamientos 

de secuencias primarias entre las micobacterias de distintos complejos, mostraron una identidad 

inferior al 70 %. Los valores más bajos de identidad del homólogo de MPTB, se presentaron entre 

las secuencias proteicas de las bacterias no-patógenas como M. smegmatis (49 %), M. vaanbalenii 

(51 %) y con las cepas micobacterianas JLS y KMS (52 %) (Figura 57).  
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 M.tuberculosis     MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVA---VPATANADP-EPAPPVPTT--AASP 54 

M.bovis            MHQVDPNLTRRKGRLAALAIAAMASASLVTVA---VPATANADP-EPAPPVPTT--AASP 54 
M.leprae           MNQVDLDSTHRKGLWAILAIAVVASASAFTMP---LPAAANADP-APLP----------- 45 
M.PTB              MDQVEATSTRRKGLWTTLAITTVSGASAVAIA---LPATSHADPEVPTP---------VP 48 
M.avium            MDQVEATSTRRKGLWTTLAITTVSGASAVAIA---LPATSHADPEVPTP---------VP 48 
M.ulcerans         MHEVDPNKRRRHGLWTTLALAAVSSASVVSIA---LPATASADP-APAP---------AP 47 
M.sp JLS           MDEPDVMSTRRRGLSKTLAIAAVAGATAAALA---MPSVAGAQPAPPPPPP------APS 51 

 
 
 

M.sp KMS           MDEPDVMSTRRRGLSKTLAIAAVAGATAAALA---MPSVAGAQPTPPPPPP------APS 51 
M.smegmatis        MYESDSMSHRRSGLSKKLTLAAVTGMTAVAVA---LPSVAHADPEPPPPPPGNTFLPAPP 57 
M.vanbaalenii      MDQPDMHAKRRKGLPTSFRRSALTGATAALTAVFTLPAVAYAQPAPPPSPA-------PP 53 

     * : :    :* *    :  :.::. :    .   :*:.: *:*  * . 
 

 M.tuberculosis     PSTAAAPPAPATPVAPPPP---------------AAANTPNAQPGDPNAAP-PPADPNAP 98 
 M.bovis            PSTAAAPPAPATPVAPPPP---------------AAANTPNAQPGDPNAAP-PPADPNAP 98 
 M.leprae           PSTATAAPSPAQEIITPLP---------------GAPVSSEAQPGDPNA---PSLDPNAP 87 
M.PTB              PSTATAPPAAPAPNGQPAPNAQPAPGAPAPN---GQPAPAAPAPNDPNAAP-PPVGAPPN 104 
M.avium            PSTATAPPAAPAPNGQPAPNAQPAPAAPAPN---GQPAPAAPAPNDPNAAP-PPAGAPPN 104 

 M.ulcerans         -STTAAPPADPN---------------------------AAPPPADPNAPP-PPV----- 73 
M.sp JLS           PAAPAPPPPGPGPVPPPPPA-DPNAAPPPAG------QLPPPPPADPNAPP--PADPNAP 102 

 M.sp KMS           PAAPAPPPPGPGPVPPPPPA-DPNAAPPPAG------QLPPPPPADPNAPP--PADPNAP 102 
M.smegmatis        PADPNAPAPAPAPAPAPAPAPAPALAPAPAPGAPAPAPAPAPAPADPNAPAPAPADPNAP 117 
M.vanbaalenii      PAVEAPPVPPP-PVDPNAPVPPPPVDPNAP--------VPPPPPVDPNAPVPPPADPNAP 104 

           :   .. . .                            . . * ****    . 
 

M.tuberculosis     ----------PPPVIAPNAPQP-------VRIDNPVGGFSFALPAGWVESDAAHFDYGSA 141 
M.bovis            ----------PPPVIAPNAPQP-------VRIDNPVGGFSFALPAGWVESDAAHLDYGSA 141 
M.leprae           ----------YPLAVDPNAG----------RITNAVGGFSFVLPAGWVESEASHLDYGSV 127 
M.PTB              --------GAPPPPVDPNAPPPPPADPNAGRIPNAVGGFSYVLPAGWVESDASHLDYGSA 156 
M.avium            GAPPAPPNGAPPPPVDPNAPPPPPADPNAGRIPNAVGGFSYVLPAGWVESDASHLDYGSA 164 
M.ulcerans         --------------VDPNAPEP-------GRVNNAVGGFSSVVPAGWVESDASHLDYGSA 112 
M.sp JLS           P---------------PPAPEP-------GRVDNAAGGFSYVVPGGWKVSDATNLSYGQA 140 
M.sp KMS           P---------------PPAPEP-------GRVDNAAGGFSYVVPGGWKVSDATNLSYGQA 140 
M.smegmatis        AP---------APAEEPPAPEP-------GRVDNAAGGFSYVVPEGWQVSDATQLSYGQA 161 
M.vanbaalenii      V---------------PPAPEP-------GRIDNAAGGFSYVVPAGWEVSDSTQLSYGQA 142 

* *           *: *..**** .:* **  *:::::.**.. 
 

M.tuberculosis     LLSKTTGDPPFPGQPPPVANDTRIVLGRLDQKLYASAEATDSKAAARLGSDMGEFYMPYP 201 
M.bovis            LLSKTTGDPPFPGQPPPVANDTRIVLGRLDQKLYASAEATDSKAAARLGSDMGEFYMPYP 201 
M.leprae           LLSKAIEQPPVLGQPTVVATDTRIVLGRLDQKLYASAEADNIKAAVRLGSDMGEFYLPYP 187 
M.PTB              LLSKVTGPPPMPDQPPPVANDTRIVMGRLDQKLYASAEANNAKAAVRLGSDMGEFFMPYP 216 
M.avium            LLSKVTGPPPMPDQPPPVANDTRIVMGRLDQKLYASAEANNAKAAVRLGSDMGEFFMPYP 224 
M.ulcerans         LLSKMTGEPPMPGQAPPIANDTRVVLGRLDQKLYASAEATNPKAAVRLGSDMGEFFMPYP 172 
M.sp JLS           LLTRIPPEGVTN-----PPNDTSVLLGRLDLKLFAGAETDNTKAANRLASDMGEFFMPFP 195 
M.sp KMS           LLTRIPPEGVTN-----PPNDTSVLLGRLDLKLFAGAETDNTKAANRLASDMGEFFMPFP 195 
M.smegmatis        LLTKTVAEGAE------PPNDTSVLLGRLDLKLFAGAEPDNNKAAVRLASDMGEFFMPFP 215 
M.vanbaalenii      LLTKLPPEGAPPD--AQPPNDTSVLLGRLDLKLFAGAENDNTKAAQRLASDMGEFFMPFP 200 

               **::              ..** :::**** **:*.**  : *** **.******::*:* 
 

M.tuberculosis     GTRINQETVSLD-ANGVSGSASYYEVKFSDPSKPNGQIWTGVIGSPAAN--APDAGPPQR 258 
M.bovis            GTRINQETVSLD-ANGVSGSASYYEVKFSDPSKPNGQIWTGVIGSPAAN--APDAGPPQR 258 
M.leprae           GTRINQETIPLH-ANGIAGSASYYEVKFSDPNKPIGQICTSVVGSPAAS--TPDVGPSQR 244 
M.PTB              GTRINQDSTPLNGANGSTGSASYYEVKFSDASKPNGQIWTGVIGSANG-------GNAQR 269 
M.avium            GTRINQDSTPLNGANGSTGSASYYEVKFSDASKPNGQIWTGVIGSANG-------GNAQR 277 
M.ulcerans         GTRINQETIPLN-ANGITGSASYYEVKFSDESKPNGQIWTGVVGTPAGS--TPNEGPPQR 229 
M.sp JLS           GTRVNQSTTPLD-ANGMPGVASYYEVKFTDTNKPNGQIWAGVVGNPVAPGTPRGQRTPER 254 
M.sp KMS           GTRVNQSTTPLD-ANGMPGVASYYEVKFTDTNKPNGQIWAGVVGNPVAPGTPRGQRTPER 254 
M.smegmatis        GTRVNQQTVQLN-ADGMPGVASYYEVKFTDANKPAGQIWAGVVGQPVAPGTPRGQRTPER 274 
M.vanbaalenii      GTRVNQQVVPLD-NN---GVASYYEVKFTDTNKPNGQIWAGVVGEPVAPGTPRGQRTPER 256 

               ***:**.   *.  :   * ********:* .** *** :.*:* . .         .:* 
 

M.tuberculosis     WFVVWLGTANNPVDKGAAKALAESIRPLVAPPPAP-------APAPAEP----------- 300 
M.bovis            WFVVWLGTANNPVDKGAAKALAESIRPLVAPPPAP-------APAPAEP----------- 300 
M.leprae           WFVVWLGTSNNPVDKGAAKELAESIRSEMAPIPAS-------VSAP-------------- 283 
M.PTB              WFVVWLGTSNDPVDKVAAKALAESIQAWTPPAAPPAAPGGPGAPAPGAP-----GTPAAP 324 
M.avium            WFVVWLGTSNDPVDKVAAKALAESIQAWTPPPAPPAAPGGPGAPAPGAPGAPAPGAPAAP 337 
M.ulcerans         WFVVWLGTSNDPVDKGAAKVLAESIRPWMPPPAP--AP----APAPGEP----------- 272 
M.sp JLS           WFVVWLGSATNPVDREAAVTLANSIRPWAPPPPPP-------PPAPGDP----------- 296 
M.sp KMS           WFVVWLGSATNPVDREAAVTLANSIRPWAPPPPPP-------PPAPGDP----------- 296 
M.smegmatis        WFVVWLGTANNPIDKDAAVALANSIRPWAPPPPPPPA-----PADPADP----------- 318 
M.vanbaalenii      WFVVWLGTATNPIPQAEAVTLANSIRPWTPPPPPPPADPN-APVPPADP----------- 304 

 *******::.:*: :  *  **:**:.  .* ..           * 
 

 M.tuberculosis     ------------------------APAPAPAGEVAPTPTTPTPQRTLPA 325 
 M.bovis            ------------------------APAPAPAGEVAPTPTTPTPQRTLPA 325 
 M.leprae           ----------------------------APVG----------------- 287 
 M.PTB              G--APAAPAPAAPGAPAAPG--APAPGQAPAVEVSPTP-TPTPQQTLSA 368 
 M.avium            GAPAPAAPAPAAPGAPAAPGAPAPAPGQAPAVEVSPTP-TPTPQQTLSA 385 
 M.ulcerans         ------APQPGAP-EP------VPAPAPAPAAGVAPTV-APAPRTQPT- 306 
 M.sp JLS           ------------NVPPPPADPNAPPPRPEVGVAVPVAPENVPPEMRPQG 333 
 M.sp KMS           ------------NVPPPPADPNAPPPRPEVGVAVPVAPENVPPEMRPQG 333 
 M.smegmatis        ------------NAAPPPPDPNAPPARPGVGVPVPVT--DAPPEMMPPA 353 
 M.vanbaalenii      ------------NAPPP--DPNAPAPRPAVGVPVPVDP-NTAPGMLPPA 338   
 
                                                           (pie de figura en la página siguiente) 
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 Figura 57. Alineamiento múltiple de secuencias ModD. La figura muestra el alineamiento de secuencias de la 
proteína ModD en las especies M. bovis, M. tuberculosis, M. leprae, M. ulcerans, M. vanbaalenii, M. smegmatis, 
las subespecies avium y paratuberculosis del complejo M. avium y las cepas micobacterianas KMS y JLS de 
especie aún no determinada. Se alinearon las secuencias obtenidas de las bases de datos del NCBI con el 
programa ClustalW. El asterisco "*", indica que, el residuo en esa posición es idéntico en todas las secuencias del 
alineamiento; los dos puntos ":", indican una sustitución conservada; y el punto ".", indica una sustitución 
semiconservada en esa posición. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
      

Identidad de aa entre secuencias (%) micobacteria Long. 
 (aa) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1- M. tuberculosis H37Rv 325 100          
2- M. bovis AF2122/97 325 99 100         
3- M. avium subsp. paratuberculosis K-10 368 64 64 100        
4- M. avium subsp avium 104 385 66 67 98 100       
5-M. leprae TN 287 69 69 63 63 100      
6-M. ulcerans Agy99 306 70 70 71 71 64 100     
7-M. smegmatis mc2 155 353 52 52 49 50 48 56 100    
8-M. vanbaalenii PYR-1 338 48 49 51 51 45 53 68 100   
9-M. sp KMS 333 50 51 52 53 48 56 73 68 100  
10-M. sp JLS 333 50 51 52 52 49 57 73 68 99 100  

 
 
Tabla 12. Matríz de similitud de secuencias ModD. La identidad de la secuencia completa entre los homólogos 
micobacterianos fue calculada utilizando el programa CLUSTAL W (1.83). 
 
 
 

Clonado, expresión y purificación de ModD de M. avium subsp. paratuberculosis. Se clonó el 

marco abierto de lectura completo del gen MAP1569. Se realizó un clonado direccional 

adicionando las secuencias de reconocimiento de las enzimas KpnI y EcoRI, en los 

oligonucleótidos diseñados para amplificar el gen por PCR (Figura 58). Luego del clonado se 

insertó la secuencia en el vector de expresión pRSET-B.  
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 Figura 58. Clonado del gen MAP1569. A. Amplificación por PCR del gen, utilizando como templado ADN 
genómico de MPTB. Se muestra el producto de la reacción de PCR del tamaño esperado, visualizado por medio 
de electroforesis en gel de agarosa al 1,2 % y tinción con bromuro de etidio. Calle 1, ADNg de MPTB; calle 2, 
control negativo. B. Clonado del gen en el vector pCR-Topo (Invitrogen). Se muestra el análisis por digestión 
utilizando el ADNp de 5 clones seleccionados en medio LB agar-ampicilina adicionado con X-Gal/IPTG. Se 
muestra la separación por electroforesis en gel de agarosa de las reacciones de digestión respectivas, utilizando las 
enzimas KpnI-EcoRI. Calles 1, 3, 5, 7 y 9, ADNp sin digerir; calles 2, 4, 6, 8 y 10, ADNp digerido. 
Posteriormente, se subclonó la secuencia en el vector pRSET. MPM: marcador de peso molecular 1kb (Promega), 
se indican algunos de los tamaños en la figura. 
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La proteína micobacteriana se expresó en el sistema heterólogo E. coli BL21-pRSET. Se obtuvo 

una proteína de un tamaño aparente de aproximadamente 60 kDa. Este tamaño es mayor al 

esperado, sin embargo, esto puede ser consecuencia del elevado contenido de prolina en la proteína 

(Romain et al., 1993; Thole et al., 1990). Adicionalmente, el tamaño de la proteína nativa en el 

homólogo de M. tuberculosis resultó también mayor al deducido por la secuencia de aminoácidos 

(Laqueyrerie et al., 2005). Se purificó el antígeno por columna de afinidad a metales. Se empleó un 

volumen de cultivo de 500 mL y se obtuvieron 2 mg de proteína recombinante. Pese a utilizar el 

inhibidor de proteasas PMSF, se observó un patrón de degradación en la proteína recombinante 

purificada (Figura ), demostrando que la proteína es poco estable, bajo las condiciones de 

extracción establecidas.  
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 Figura 67. Purificación de ModD por columna de afinidad Ni-NTA. Un cultivo de 
E.coli Bl21:pRSET:modD fue crecido hasta una DO de 0,4 para luego inducir con IPTG 1 
mM por 4h. A. SDS-PAGE 12 % teñido con azul de Coomassie. Calles 1 a 4, distintas 
fracciones eluídas con Tris-HCl 20 mM pH 2. B. Western blot de las fracciones de las 
calles 3 y 4 utilizando el anticuerpo anti-histidina (Sigma) como primer anticuerpo 
(1/5000) y un anti-IgG anti-ratón conjugado a fosfatasa alcalina (1/3000) como anticuerpo 
secundario. MPM: marcador de peso molecular (Amersham), se indican los tamaños en 
kDa. 

 

 

 

 

Estudios de la expresión de la proteína en MPTB-Malele 505 y de la reactividad cruzada con 

el ortólogo de M. bovis. Se obtuvieron las proteínas del extracto celular a partir de la disrupción 

mecánica del pellet celular de un cultivo en fase exponencial, resuspendido en PBS. Para obtener 

las proteínas del sobrenadante, este fue previamente filtrado para luego realizar una precipitación 

de las proteínas con sulfato de amonio, de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. Se 

separaron las fracciones por SDS-PAGE y se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa 

para realizar la detección de la proteína por Western blot. Para la detección, se utilizó un suero 

policlonal murino específico anti-Mod, obtenido de acuerdo a lo mencionado en Materiales y 

Métodos. La Figura 68 muestra que se pudo detectar la proteína en el sobrenadante, al igual que en 

M. bovis, un aislamiento de campo utilizado como control. Se detectaron dos polipéptidos de entre 

50 y 60 kDa, posiblemente esto sea consecuencia de la modificación post-traduccional en la 

micobacteria. Pese a la presencia de una secuencia que direcciona a la proteína al medio 

extracelular, también se detectó una banda de menor intensidad en el extracto celular de M. avium 
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subsp. paratuberculosis. También se observó que la proteína tenía un tamaño mayor que el 

homólogo de M. bovis. Esto resultó de acuerdo a lo esperado, ya que difieren en 43 aminoácidos 

(Tabla 12). Dado que existió reconocimiento de este último, utilizando anticuerpos policlonales 

generados contra la proteína de M. avium subsp. paratuberculosis, se pudo concluir que existen 

epítopes B compartidos entre estos homólogos. 
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 Figura 68. Localización de la proteína nativa por Western blot. Se evaluaron por inmunoblotting las 
fracciones de proteínas de extracto celular y del sobrenadante de cultivo filtrado. Las proteínas se 
obtuvieron a partir de un cultivo en fase exponencial de M. avium subsp. paratuberculosis. Se utilizaron 
como control, las mismas fracciones proteicas de M. bovis. Se sembraron 25 µg de proteínas por calle y 
luego de la separación electroforética y transferencia a una membrana de nitrocelulosa, se detectaron con 
un anticuerpo policlonal específico anti-ModD-MPTB murino (1/50), se utilizó como anticuerpo 
secundario un anti-IgG anti-murino conjugado a fosfatasa alcalina, de acuerdo a las instrucciones del 
fabricante. Se observa la detección de un dímero tanto en el sobrenadante de MPTB como de M. bovis. Se 
observa una señal más débil en el extracto de MPTB. Calle 1, proteínas del extracto de MPTB; calle 2, 
proteínas de sobrenadante de MPTB; calle 3, proteínas de extracto de M. bovis; calle 4, proteínas de 
sobrenadante de M. bovis. MPM, marcador de peso molecular (Amersham), se indican los tamaños en kDa.  

 

 

 

 

 

 

 

Identificación de los homólogos hipotéticos en M. phlei y M. smegmatis mc2155. Con el objetivo 

de evaluar la expresión de los homólogos ModD en otras micobacterias, se seleccionaron las cepas 

M. smegmatis mc2 155 y M. phlei. Esta última es una micobacteria ambiental, que puede 

potencialmente entrar en contacto con los animales, donde la expresión del homólogo no ha sido 

estudiada. También se incorporó un aislamiento de campo de M. avium subsp. avium. Las bacterias 

fueron crecidas en 100 mL de medio libre de proteínas durante 48 h. Se centrifugó la totalidad del 

cultivo, se filtró utilizando una unidad filtrante (Millipore), para luego obtener las proteínas del 

sobrenadante por precipitación con sulfato de amonio. Se evaluó el reconocimiento de las proteínas 

mediante la utilización del suero anti-ModD por Western blot.  
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Se detectó señal de reconocimiento del antisuero específico, correspondiente a proteínas de 55 kDa 

en el sobrenadante de M. smegmatis y de aproximadamente 59 kDa en el sobrenadante de M. phlei. 

También el suero reconoció la proteína homóloga en M. avium subsp. avium (Figura 69). 
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 Figura 69. Detección de posibles homólogos a ModD en M. phlei y M. smegmatis  mc2 155. 
Se obtuvieron por precipitación con sulfato de amonio las proteínas del sobrenadante (SN), 
previa filtración del medio de cultivo de ambas especies de micobacterias. Se detectó por 
Western blot la presencia de ModD empleando el suero policlonal anti-ModD(MPTB). Calle 1, 
proteínas del SN de cultivo M. avium subsp. avium; calle 2, proteínas del SN de cultivo de M. 
avium subsp. paratuberculosis; calle 3, proteínas del sobrenadante de cultivo de M. bovis; calle 
4, proteínas del SN de cultivo de M. smegmatis; calle 5, proteínas de SN de cultivo de M. phlei. 
MPM: marcador de peso molecular (Fermentas), se indican los tamaños en kDa. 

 

 

 

 

 

Ensayo de glicosilación: Unión a Concanavalina A (ConA). La glicosilación del antígeno de 

45/47 kDa se ha demostrado en M. tuberculosis y se ha reportado que esta modificación post-

traduccional, sería importante para la inmunogenicidad de la proteína (Lara et al., 2004). A partir 

del análisis de la secuencia primaria, se pudo establecer la presencia de dos motivos de 

glicosilación en la secuencia de ModD de MPTB, uno de ellos (NDTR), ampliamente conservado 

en las micobacterias patógenas. Se decidió evaluar la glicosilación de la proteína por medio de un 

ensayo de blotting utilizando la lectina ConA, que tiene la capacidad de interaccionar con los 

residuos de manosa, conjugada a la enzima peroxidasa (Sigma). Se transfieron las fracciones 

proteicas a una membrana de nitrocelulosa y se procesó de acuerdo al protocolo descripto en 

Materiales y Métodos. Se pudo observar que el homólogo de MPTB está glicosilado, al igual que el 

homólogo del complejo M. tuberculosis (Figura 70). Se detectó la señal de reconocimiento en ambas 

isoformas de la proteína, demostrando que ambos polipéptidos, de distinto tamaño aparente, se 

glicosilan. Mediante el mismo ensayo, no tuvimos evidencia de glicosilación en la proteína 

recombinante expresada en E. coli (no mostrado).  
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Figura 70. Evaluación de la glicosilación en ModD mediante el ensayo de unión a ConA. A. Se transfirieron a  
una membrana de nitrocelulosa fracciones de extracto y sobrenadante de M. bovis y M. avium subsp. 
paratuberculosis. A. Incubación con ConA-peroxidasa (Sigma) y revelado por quimioluminiscencia. B. Incubación  
con el antisuero policlonal anti-ModD y la interacción antígeno-anticuerpo se detectó con el anticuerpo secundario 
anti-IgG anti-ratón conjugado a fosfatasa alcalina y por revelado en presencia del sustrato NBT/BCIP (Promega). 
Calles 1, extracto de MPTB; calles 2, sobrenadante de MPTB; calles 3 Extracto de M. bovis; calles 4, sobrenadante 
de M. bovis. Se señala con el asterisco “*” la presencia de señal, que indica la glicosilación de la proteína. Como 
consecuencia de la marcación intensa de otras glicoproteínas peso molecular menor a ModD, se muestra la porción 
del film y de la membrana que corresponden a las proteínas de entre 40 y 90 kDa.  

 

Reactividad humoral de ModD. Como consecuencia de la modificación post-traduccional 

demostrada en la proteína nativa, primeramente se evaluó el reconocimiento de la proteína 

recombinante sin modificar, expresada en E. coli. Se realizó un reconocimiento de sueros 

inmunoreactivos, que reconozcan la proteína nativa, glicosilada. Para tal fin, se separaró 

electroforéticamente una fracción de proteínas de sobrenadante de cultivo filtrado y precipitado por 

sulfato de amonio y se transfirió a nitrocelulosa. Se incubó cada tira con un suero distinto de 

animales con aislamiento positivo de la bacteria en materia fecal. Se identificaron dos sueros de 

animales con paratuberculosis clínica que reaccionaron positivamente reconociendo el complejo 

ModD. Se pudo observar también que estos animales, no reconocieron una gran variedad de 

proteínas del sobrenadante. Posteriormente, estos sueros fueron enfrentados a la forma 

recombinante de la proteína, expresada en E. coli BL21(DE3), demostrándose un reconocimiento 

efectivo de la misma a pesar de que la misma no esté glicosilada (Figura 59). Se evaluó también, 

el reconocimiento de la proteína recombinante por animales tuberculosos. Se emplearon 5 sueros 

de animales con tuberculosis clínica, confirmada por la presencia de lesiones compatibles con la 

enfermedad, PCR de isopado nasal, y mediante la prueba de γIFN. Estos animales mostraron un 

reconocimiento débil de la proteína. Estos experimentos demuestran que ModD conserva su 

inmunoreactividad, aún sin la presencia de los residuos glicosídicos. 
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 Figura 59. Identificación de sueros que reconozcan la proteína nativa (glicosilada) de MPTB. 
Se evaluó por Western blot, el reconocimiento de las proteínas del sobrenadante de cultivo de M. 
avium subsp. paratuberculosis con sueros bovinos. A. Calles 1 a 6, membranas incubadas con 
sueros de animales paratuberculosos (4 y 5 en fase clínica); calle 7, membrana incubada con 
antisuero murino anti-ModD-MPTB. Los sueros inmunoreactivos, que reconocieron una proteína de 
idénticas características que ModD (calles 4 y 5) se enfrentaron a la proteína recombinante 
expresada en E. coli BL21(DE3). B. Calle 1, membrana incubada con el anticuerpo monoclonal 
anti-His (Sigma); calle 2, membraba incubada con suero correspondiente a calle 4, mostrado en A; 
calle 3, membrana incubada con el suero correspondiente a la calle 5 (Figura A), calle 4, pool de 
sueros de animales (n=5) con tuberculosis bovina. MPM: marcador de peso molecular (BioRad), se 
indican los tamaños en kDa. 

 

 

 

 

 

 

Evaluación de la respuesta humoral contra el antígeno ModD de MPTB en bovinos. Se realizó 

un análisis de la respuesta del hospedador utilizando muestras de animales sanos y naturalmente 

infectados con MPTB. Se evaluaron los sueros por inmunobloting con la proteína recombinante 

purificada. Los sueros de los 5 animales con paratuberculosis evaluados, presentaron una respuesta 

notoria frente a la proteína, mientras que solo 3 de los 6 animales PTB negativos presentaron una 

señal débil (Figura 60). Estos datos sugieren, que ModD de M. avium subsp. paratuberculosis es 

inmunogénica y existe una respuesta diferencial entre los animales infectados y libres de la 

enfermedad. 
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 Figura 60. Reconocimiento de ModD por sueros bovinos. Distintos sueros bovinos  de 
animales infectados con MPTB (PTB+) y sueros bovinos provenientes de animales de 
rodeos libres de la enfermedad, fueron enfrentados a la proteína recombinante en un ensayo 
de W. blot. Calle 1, anti-His; calles 2 a 6, sueros de animales PTB +; calles 7 a 12, sueros de 
animales PTB-. El símbolo *, indica la presencia de una señal débil de reconocimiento. 
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4.3. Evaluación de la Respuesta celular en tambos con paratuberculosis. 

Con el objetivo de estudiar la capacidad inductora de la respuesta celular de los distintos antígenos, 

se analizó la respuesta de liberación de γIFN en un total de 90 bovinos. Se realizaron distintos 

muestreos en establecimientos con paratuberculosis. Fueron evaluados establecimientos lecheros de 

distintas localidades de la provincia de Buenos Aires (Figura 61), durante los meses de 

Septiembre y Diciembre de 2006. Todos los establecimientos seleccionados son considerados libres 

de tuberculosis, de acuerdo al Plan Nacional de erradicación de la tuberculosis bovina (SENASA). 
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Figura 61. Localidades de origen de los animales muestreados. 
INTA: Centro Nacional Investigación Agropecuaria-Castelar  

 

4.3.1. Antecedentes de los tambos estudiados. 

Tambo-Suipacha (N=21). Uno de los muestreos se realizó en un tambo de la localidad de 

Suipacha, donde fueron evaluados los antígenos recombinantes en 21 animales. En un relevamiento 

previo de 50 animales, este establecimiento tuvo un 30 % de animales positivos a la prueba 

serológica de ELISA-PPA. Algunos animales presentaban síntomas clínicos que evidenciaban la 

enfermedad, como pérdida de peso notoria, diarrea acuosa y sanguinolenta en algunos casos. Se 

sacrificaron dos animales que cursaban la fase clínica de la enfermedad, con diarrea crónica, 

pérdida de peso, desmejoramiento general y producción láctea disminuída. Los análisis 

histopatológicos y el aislamiento de la bacteria a partir de la materia fecal de los dos animales 

sacrificados, confirmaron la sintomatología compatible con paratuberculosis. 
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Tambo-Lincoln (N=24). Se realizó otro muestreo en un tambo ubicado en la localidad de Lincoln. 

Previamente, en Noviembre de 2005, se estudiaron 50 animales provenientes de este 

establecimiento. En esa oportunidad, se evaluó la respuesta humoral mediante el ELISA-PPA y la 

respuesta celular mediante la estimulación de la liberación de γIFN (Bovigam, CSL) con el 

antígeno de referencia PPDa. Se tomaron muestras de materia fecal y de leche de los animales y de 

los filtros de leche del equipamiento empleado para el ordeñe, para el aislamiento de la bacteria. El 

74 % de los animales resultó positivo por la prueba de ELISA-PPA. Un porcentaje menor, 17 %, 

fue positivo a la prueba de γIFN, mientras que el aislamiento de la bacteria se obtuvo en el 29 % de 

los casos (Figura 62). En esa oportunidad, un animal con síntomas notorios de la enfermedad, fue 

sacrificado y sus órganos fueron procesados para el análisis histopatológico, confirmándose la 

presencia de lesiones compatibles con la patología. El procesamiento histológico fue realizado por 

el Med.Vet. Fernando Delgado del Instituto de Patobiología, INTA-Castelar. Adicionalmente, se 

aisló la bacteria por cultivo, a partir de nódulos linfáticos mamarios y mesentéricos y de tejido 

intestinal. 
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Figura 62. Resultados de las distintas técnicas aplicadas al 
tambo de Lincoln en el muestreo del año 2005 (N=50). PPA: 
antígeno protoplasmático; MF: materia fecal. 

 

Todos los aislamientos de MPTB obtenidos de los animales de este establecimiento fueron 

analizados por RFLP-IS900, obteniéndose un único perfil en la totalidad de los mismos. Este perfil 

corresponde al tipo A (Moreira et al., 1999), mayoritario en nuestro país, que es idéntico al más 

abundante en Europa, denominado C17 (Figura 63).  
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Figura 63. RFLP-IS900. Se muestran los pe
la hibridación con la sonda IS900 de los fragmentos g

rfiles de los distintos aislamientos como resultado de 
enómicos obtenidos por digestión con BstEII. 

Posteriormente, este perfil fue identificado como del tipo A, de acuerdo a Moreira et al. (1999). 
Calles 1 a 16, aislamientos de MPTB a partir de materia fecal de distintos animales; calles 17 a 20, 
aislamientos provenientes del filtro de los tambos; calles 21 a 24, aislamientos a partir de tejido del 
animal necropsiado (linfonódulo mamario, ganglios mediastínicos, válvula ileo-cecal e intestino 
delgado). 

 

 

 

Posteriormente, en el año 2006, se muestrearon 24 animales de este establecimiento para el estudio 

de los antígenos recombinantes.  

Tambos CNIA-Castelar y Luján (N=45). El mejor criterio para determinar la ausencia de 

infección de MPTB para un animal individual, debe estar basado en la ausencia de infección del 

establecimiento completo al cual pertenece el animal (Collins et al., 2005). Como grupo control 

fueron muestreados 45 animales pertenecientes a establecimientos sin historial de la ocurrencia de 

la enfermedad y sin aislamiento de la bacteria por cultivo de pooles de materia fecal. Se incluyeron 

en este estudio animales del tambo de INTA-Castelar (N=37) y animales de un establecimiento de 

la localidad de Luján (N=8), Pcia de Buenos Aires.  

 

4.3.2. Toma de muestras y procesamiento.  

Se recolectó materia fecal del recto de cada animal en frascos estériles. Se procesó una fracción de 

10 g, para el cultivo, según Paolicchi et al., (2003), previa decontaminación con 

hexadecilpiridinium 0,75 %. Las muestras resultantes fueron sembradas en medio de Herrold, con y 

sin micobactina, suplementando los medios con los antibióticos vancomicina (100 µg/mL), 

anfotericina B (2,0 mg/mL), ácido nalidíxico (3 mg/mL) y nistatina (100 µg/mL). Una fracción de 

la materia fecal decontaminada fue procesada por la técnica de Ziehl-Neelsen, de acuerdo al 

protocolo descripto por Kantor (1988), para la visualización de las micobacterias al microscopio 

óptico. Se extrajeron 50 mL de leche de cada animal, que se procesaron para el cultivo. Los 
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cultivos fueron incubados durante un período de 4 meses y se confirmó la identidad del aislamiento 

por PCR-IS900. Para la obtención del suero se extrajeron 5 mL de sangre entera de cada animal por 

punción de la vena coxígea. Las muestras fueron procesadas por la técnica de ELISA que emplea el 

antígeno protoplasmático PPA (Allied), de acuerdo al protocolo descripto por Paolicchi et al., 

(2003). Adicionalmente, se extrajeron 10 mL de sangre heparinizada (20 U/mL), para las pruebas 

celulares. Esta sangre fue procesada dentro de las 4 h desde su obtención. Todas las técnicas 

bacteriológicas, así como la prueba de ELISA-PPA, fueron realizadas en el Laboratorio de 

Bacteriología del Departamento de Producción animal de la Estación Experimental y Agronómica 

de INTA-Balcarce.  

 

4.3.3. Prueba de estimulación de la liberación de γIFN 

Para la evaluación de la respuesta celular se cuantificó la liberación de γIFN por estimulación de la 

sangre entera de los animales. Para la estimulación de los linfocitos, se incubó la sangre con los 

antígenos durante 16 h, y luego se evaluó el γIFN liberado mediante el ELISA comercial Bovigam 

(Biocor, CSL). Resultados preliminares, no mostrados en este trabajo, demostraron que 

concentraciones menores a 10 µg/mL de los antígenos recombinantes eran insuficientes para 

estimular la respuesta celular en animales infectados con M. avium subsp. paratuberculosis. Por 

este motivo, se utilizó una concentración antigénica de 10 µg/mL de acuerdo a lo descripto en la 

bibliografía (Sung et al., 2005). Se estimuló la sangre de la totalidad de los animales con el panel 

de antígenos recombinantes, las mezclas antigénicas PPDa, PPDb (Biocor) y el estimulante 

inespecífico Pokeweed mitogen (Tabla 13). Para evaluar la liberación de γIFN en ausencia de 

estímulo, o los niveles endógenos de la citoquina en cada animal, se incubó cada muestra con PBS 

(control negativo). Se evaluaron adicionalmente, distintas mezclas antigénicas recombinantes y un 

Derivado Proteico Purificado del aislamiento Malele-505 de M. avium subsp. paratuberculosis, 

preparado en nuestro laboratorio y que denominamos PPDj-IB.  
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Antígeno  
 

Descripción 
 

Referencia 

MAP860c Antígeno subespecie específico (MPTB) 

 

Bannantine et al., (2004); este 

trabajo. 

Lpp34 Antígeno específico MAC Gioffré et al., 2006 y este trabajo 

BfrA Antígeno MAC/MTC Sugden et al., (1991);  este trabajo 

PknB Antígeno potencial Este trabajo 

DnaK/Hsp70 Antígeno MAC/MTC 
Stevenson et al., (1991) y este 

trabajo 

 

GrpE 

 

Antígeno potencial  MAC/MTC Este trabajo 

LprG Antígeno homólogo de MPTB Este trabajo 

ModD Antígeno homólogo de MPTB Este trabajo 

Ag85A Antígeno MTC/MAC 

Rosseels et al., (2006); plásmido 

cedido por P. Brennan 

(Universidad de Columbia, USA) 

LppE/LppJ 
Antígenos potenciales MTC/MAC (proteínas 

hipotéticas) 

Winter-Santángelo et al., I. 

Pasteur-IB-INTA (datos no 

publicados) y este trabajo 

PPDa 

 

Derivado Proteico Purificado de M. avium subsp. 

avium 

 

 

Comercial (Biocor, CSL) 

PPDb Derivado Proteico Purificado de M. bovis AN5 
 

 

Comercial (Biocor, CSL) 

PPDj-IB 

 

Derivado Proteico Purificado de M. avium subsp. 

paratuberculosis 

Malele-505 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabajo 

MixA 
Mezcla recombinante: Hsp70 

Lpp34, BfrA, ModD, LppE, LprG 
Este trabajo 

MixB Mezcla recombinante: Hsp70, Lpp34, LppJ Este trabajo 
 

Pokeweed 

mitogen (PWM) 

 

Lectina de origen vegetal (Inductor inespecífico) Comercial (Sigma) 

 
Tabla 13. Panel de antígenos evaluados por la prueba de liberación de γIFN Bovigam (Biocor, 
CSL). MAC, complejo M. avium; MTC, complejo M. tuberculosis; PPD, Derivado Proteico 
Purificado (a, aviar; b, bovino; j, johnina).  

 

 

Se midió la densidad óptica a 450 nm (DO450nm) y se calcularon los promedios de los duplicados, 

para luego calcular los índices de densidad óptica (IDO450nm) en relación al PBS como se indica 

en Materiales y Métodos. Este valor de IDO450nm, representa el nivel de la citoquina liberada por 

los linfocitos, estimulados con el antígeno analizado. Se estimaron los puntos de corte tal como se 

describió en Materiales y Métodos.  
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4.3.3.1. Derivados Proteicos Purificados (PPDs) 

Se emplearon las mezclas antigénicas de referencia: PPDa (aviar) y PPDb (bovina). La Figura 64

muestra que cuando se estimuló con PPDa, la respuesta de los animales de los tambos con PTB fue 

significativamente mayor (P < 0,0001) que la obtenida en los animales de tambos libres. Los 

animales de los tambos infectados también presentaron una respuesta mayor que los sanos cuando 

fueron estimulados con PPDb (P = 0,0001). Sin embargo, de acuerdo a lo esperado, la respuesta de 

los animales de los tambos con PTB fue significativamente mayor cuando se estimuló con PPDa 

que con PPDb (P < 0,0001).  
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Figura 64. Respuesta de γIFN por estimulación con los Derivados Proteicos Purificados aviar y 
bovino. Se muestra el gráfico de distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN 
(IDO450nm) en los animales de los tambos infectados (PTB+) y libres de la enfermedad. Las respuestas 
de cada grupo (medianas) fueron comparadas por el test no paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras 
no pareadas), mostrando diferencias significativas entre los tambos con PTB y los tambos libres con 
PPDa (P < 0,0001; GL:1, n=90) y PPDb (P = 0,0001); GL:1, n=90). La respuesta mediana de los 
animales de los tambos infectados estimulados con PPDb y PPDa, se analizó por el test no paramétrico 
de Wilcoxon (para muestras pareadas). La respuesta obtenida con PPDa fue significativamente mayor 
que con PPDb (P < 0,0001; GL:1, n=45). Se utilizó el mismo test para comparar la respuesta de los 
animales de los tambos libres frente a las mismas PPDs. La respuesta (mediana) en estos tambos fue 
significativamente mayor cuando se estimuló con PPDa, respecto de la obtenida con PPDb (P = 0,0085, 
GL:1, n=45). Se muestra con la línea punteada, el punto de corte seleccionado para la prueba que 
emplea en antígeno PPDa, IDO450nm ≥ 1, 52.   
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Se observó que muchos de los animales de los tambos infectados que presentaban valores altos de 

estimulación con PPDa, también presentaban valores altos de estimulación con PPDb. Con el 

objetivo de evaluar el grado de asociación entre los índices de estimulación obtenidos con las dos 

mezclas antigénicas (PPDa y PPDb) se realizó un análisis de correlación (Figura 65). El análisis 

arrojó un coeficiente de correlación, r = 0,7553 (P<0,0001). Este resultado mostró que el grado de 

respuesta de los animales frente a PPDa está asociado al nivel de respuesta que presentan frente a 

PPDb. Esto podría ser consecuencia de los antígenos homólogos presentes en las dos bacterias.  

 

Evaluación de la interferencia de las reacciones cruzadas en el ensayo que utiliza las PPDs de 

referencia.  

Se realizó un análisis comparativo de la respuesta de liberación de γIFN por estimulación con 

PPDb y PPDa en los rodeos libres de la enfermedad. Se observó que la respuesta fue 

significativamente mayor cuando se estimuló con PPDa respecto de la estimulación con PPDb (P = 

0,0085) (Figura 64). Esto se podría explicar por las reacciones cruzadas con las bacterias 

saprófitas, muchas de ellas del complejo M. avium presentes en el ambiente (Primm et al., 2005, 

Wilks et al., 1981). 

 

 

 

 

 

Figura 65. Análisis de correlación entre la respuesta 
celular de los animales por estimulación con PPDa y 
PPDb. Se realizó una análisis de correlación 
obteniéndose un valor R =0,7553 (P<0,0001; n=35)  
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4.3.3.2. Antígenos recombinantes seleccionados a partir del análisis de la genoteca λ-Zap::M. 

avium subsp. paratuberculosis. 

 

Lpp34. La estimulación de los linfocitos T con el antígeno Lpp34 resultó en una respuesta 

levemente diferencial entre los animales de los tambos infectados y sanos (P= 0,042). Hubo un 

animal de un tambo con PTB que respondió con un índice de estimulación marcadamente superior 

al resto (10,56) (Figura 668). También un único animal de un tambo libre de la enfermedad 

presentó un valor muy superior al resto de los animales sanos (3,06). Este ensayo demostró la 

presencia de epítopes T en Lpp34. 
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Figura 66. Respuesta de γIFN por estimulación con el antígeno Lpp34. Se 
muestra el gráfico de distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN 
(IDO450nm) en los animales de los tambos infectados (PTB+) y libres de la 
enfermedad. Las respuestas de cada grupo (medianas), fueron comparadas por el 
test no paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), mostrando 
diferencias significativas entre las dos poblaciones (P=0,042; GL:1, n=90). Se 
muestra con la línea punteada, el punto de corte seleccionado para la prueba que 
emplea este antígeno, IDO450nm ≥ 1, 80 

 

BfrA. Los valores de estimulación de algunos animales con este antígeno en los tambos PTB+, 

fueron elevados (IDO450 máximo de 2,69). Sin embargo, dos animales del tambo negativo también 

presentaron respuesta de liberación de γIFN, aunque con valores menores (cercanos a 2) 

(Figura 67). Este antígeno pudo diferenciar a los tambos sanos de los infectados con una 

significancia del 6 % (P = 0,060). 
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Figura 67. Respuesta de γIFN por estimulación con el antígeno BfrA. Se muestra el gráfico de 
distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) de los animales pertenecientes 
a los tambos infectados (PTB+) y libres de la enfermedad. Las respuestas de cada grupo (medianas), 
fueron comparadas por el test no paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), no 
mostrando diferencias significativas entre las dos poblaciones (p=0,06; GL:1, n=90). Se indica con la 
línea punteada, el punto de corte del ensayo con este antígeno, IDO450nm ≥ 1,40. 
B. Este antígeno estimuló de forma diferencial la respuesta de liberación de γIFN en los 

ntos tambos (P = 0,003). El valor máximo de estimulación en los animales con PTB fue de 

, mientras que el máximo valor de estimulación en los animales sanos fue de 1,37 (Figura 68). 

 ensayo demostró la presencia de epítopes T en PknB, capaces de estimular la respuesta 

lar. 
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Figura 68. Respuesta de γIFN por estimulación con el antígeno PknB. Se muestra el gráfico de 
distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) en los animales de los tambos 
infectados (PTB+) y libres de la enfermedad. Las respuestas de cada grupo (medianas), fueron 
comparadas por el test no paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), no mostrando 
diferencias significativas entre las dos poblaciones (p=0,030; GL:1, n=90). Se muestra con la línea 
punteada, el punto de corte seleccionado para la prueba con este antígeno IDO450nm ≥ 1, 45. 
 

≥ 1,45 
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GrpE. Los animales estimulados con este antígeno tuvieron un valor máximo de IDO450nm de 

4,18 en los tambos con paratuberculosis, mientras que el valor máximo en los tambos negativos fue 

1,3 (Figura 69). La estimulación de la liberación de γIFN con este antígeno, demostró la presencia 

de epítopes T que permitieron diferenciar los tambos libres de los tambos infectados con PTB (P = 

0,0080)  
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Figura 69. Respuesta de γIFN por estimulación con el antígeno GrpE. Se muestra
el gráfico de distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm)
en los animales de los tambos infectados (PTB+) y libres de la enfermedad. Las
respuestas de cada grupo (medianas), fueron comparadas por el test no paramétrico
Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), mostrando diferencias significativas
entre las dos poblaciones (p=0,008; GL:1, n=90). Se muestra con la línea punteada, el
punto de corte seleccionado para la prueba con este antígeno, IDO450nm ≥ 1, 30. 
Los animales estimulados con este antígeno tuvieron un valor máximo de respuesta de 

n e γIFN (IDO450nm) de 3,71 en los tambos infectados (Figura 70). Algunos animales de 

os libres de la enfermedad presentaron valores de estimulación altos. El IDO450nm 

 de los tambos negativos fue de 2,33. La estimulación que se observó en algunos animales 

mbos libres de la enfermedad se puede explicar por la conservación de Hsp 70 (DnaK) en 

io Bacteria. Sin embargo, la respuesta (mediana) de estimulación de la liberación de γIFN 

 antígeno fue mayor en los tambos PTB+ y permitió diferenciar los tambos libres de los 

nfectados (P = 0,035).  

 

138



Tambos
libres
PTB+

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

ID
O

45
0n

m
 (H

S
P7

0/
P

B
S)

Hsp70  
 

 
 
 
 
 

4.3.3.3. Antígenos recombinantes de MPTB, previamente descriptos en la bibliografía. 

MAP860. Se analizó la respuesta celular por estimulación con el antígeno codificado por el gen 

MAP860c. Esta secuencia fue descripta previamente como una secuencia diferencial a partir del 

análisis comparativo del genoma de MPTB K-10 y M. avium subsp. avium 104 (Bannantine et al., 

2004), aunque no fue demostrada su capacidad inductora de la respuesta celular.  
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Figura 70. Respuesta de γIFN por estimulación con el antígeno Hsp70. Se muestra el gráfico de 
distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) en los animales de los tambos 
infectados (PTB+) y libres de la enfermedad. La respuesta de los grupos (medianas) fueron comparadas 
por el test no paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), mostrando diferencias 
significativas entre las dos poblaciones (p=0,035; GL:1, n=90). Se muestra con la línea punteada, el 
punto de corte seleccionado para la prueba que emplea este antígeno, IDO450nm ≥ 1, 40. 
 

 
 
 
 
 

≥1,50 

≥ 1,40 

 

 

 

 

 

 
Figura 71. Respuesta de γIFN por estimulación con el antígeno MAP860. Se muestra el gráfico de
distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) en los animales de los tambos
positivos y negativos. Las respuestas de cada grupo (medianas), fueron comparadas por el test no
paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), mostrando diferencias significativas entre las
dos poblaciones (p=0,0304; GL:1, n=90). Se muestra con la línea punteada, el punto de corte
seleccionado para la prueba que emplea este antígeno, IDO450nm ≥ 1, 50. 
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Se expresó la proteína en el sistema heterólogo E. coli-pRSET y se obtuvo una proteína de 43 kDa, 

que se purificó por columna de afinidad en condiciones nativas. Se evaluó la respuesta mediada por 

células a partir de la estimulación de la liberación de γIFN de los linfocitos T, empleando la 

proteína recombinante (Figura 71). El empleo de este antígeno permitió observar una respuesta 

diferencial entre los animales de los tambos con PTB y los sanos (P = 0,0304). El máximo valor de 

estimulación (IDO450nm) en los tambos infectados fue de 3,36, mientras que en los tambos sanos, 

fue de 1,48.  

 

4.3.3.4. Antígenos homólogos descriptos en el complejo M. tuberculosis 

 

LprG y ModD. La utilización del antígeno LprG, no resultó en una estimulación diferencial ya que 

no hubieron diferencias significativas entre las respuestas (medianas) de los animales de los tambos 

libres de la enfermedad y los animales de los tambos libres (P = 0,34). Dos animales pertenecientes 

a los tambos negativos, tuvieron respuestas elevadas con IDO450nm de 4,77 y 3,84, inclusive 

mayores que el valor de estimulación máximo en el rodeo infectado (2,95) (Figura 72). Esto 

podría explicarse, por la presencia de proteínas homólogas a LprG en las bacterias ambientales. La 

búsqueda por BLASTp en el genoma de Nocardia farcinica IFM 10152, identificó una proteína de 

268 aminoácidos con una homología del 33 % a LprG de MPTB. Es de esperar que esta proteína 

esté conservada en el género, que tiene representantes distribuídos en el ambiente. 
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Figura 72. Respuesta de γIFN por estimulación con los antígenos LprG y ModD. Se muestra el 
gráfico de distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) obtenida en los 
animales de los tambos infectados (PTB+) y libres de la enfermedad. Las respuestas (mediana) 
obtenidas con cada antígeno en los distintos tambos, fueron analizadas con el test no paramétrico 
Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), mostrando diferencias no significativas entre las dos 
poblaciones (P=0,34; GL:1, n=90 y P=0,765; GL:1, n=90, respectivamente)
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Si bien la estimulación de la respuesta celular con ModD, tampoco permitió diferenciar los tambos 

infectados de los sanos (P = 0,7652), este antígeno estimuló a 6 animales de los tambos PTB+ con 

IDO450nm altos, cercanos a 2. En ambos casos, se seleccionó un punto de corte de un IDO450 

≥1,50, ya que este valor permitió una especificidad cercana al 90 %.  

 

Lipoproteínas hipotéticas del complejo M. tuberculosis 

Se estudiaron las lipoproteínas hipotéticas LppE y LppJ. Se evaluó la antigenicidad de estas 

proteínas de M. tuberculosis, que tienen sus respectivos homólogos en el complejo M. avium. El 

gen lppJ, (MAP2417c) de MPTB, codifica para una proteína de 18 kDa que presenta una identidad 

del 33 % por BLAST-p, con el homólogo de M. tuberculosis H37RV, codificado en esta bacteria 

por el gen Rv2080. LppE, codificada por el gen Rv1881c en M. tuberculosis, tiene un tamaño 

teórico de 15 kDa y es una proteína que pertenece a la familia PFAM05481, cuyo representante es 

el antígeno de 19 kDa de Mycobacterium. En MPTB la proteína esta codificada por el gen 

MAP1604c y tiene un 67 % de homología a nivel de secuencia aminoacídica con la proteína del 

complejo M. tuberculosis. Se clonaron los genes correspondientes a M. tuberculosis en nuestro 

laboratorio.para expresar las proteínas recombinantes en el vector pET-28. Posteriormente fueron 

purificadas por cromatografía de afinidad por la plataforma de purificación del Instituto Pasteur, en 

un trabajo en colaboración con la Dra. Natalie Winter. Resultados previos, mostraron la capacidad 

antigénica de estas proteínas en el modelo murino experimental de tuberculosis, así como también 

la capacidad estimulante de la respuesta celular en animales infectados con M. bovis, por este 

motivo, decidimos evaluar la respuesta de los animales con PTB estimulando a los animales de los 

distintos tambos con estos homólogos de M. tuberculosis (Figura 73).  
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Figura 73. Respuesta de γIFN por estimulación con los antígenos LppE y LppJ. Se muestra el 
gráfico de distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) en los animales de 
los tambos infectados (PTB+) y libres de la enfermedad. Las respuestas obtenidas en cada tambo 
(mediana), fueron comparadas por el test no paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras no 

s). Para el antígeno LppJ la respuesta no mostró diferencias significativas entre las dos 
es (P=0,4525; GL:1, n=90). LppE presentó una respuesta diferencial en los dos tambos (P = 

0,0179, GL:1, n=90).  
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La Figura 73 muestra que si bien los animales respondieron frente a ambos antígenos, se pudo 

observar una respuesta marcadamente distinta. LppJ fue capaz de estimular indistintamente  a los 

animales de los tambos infectados como sanos (P = 0,4525). Por el contrario, LppE, estimuló más 

la respuesta celular en los animales de rodeos con paratuberculosis (P = 0,0179), aunque con 

niveles de respuesta menores que LppJ. Por lo tanto, LppE sería más específico. Probablemente, la 

presencia de algún homólogo conservado en las especies ambientales expliquen los resultados 

observados con LppJ. Se consideraron como positivos a aquellos animales que presentaban un 

IDO450≥1,31 para LppE y una IDO450nm ≥1,60 para LppJ. 

 

Complejo del antígeno 85 

El complejo del antígeno 85, constituído por el antígeno 85A, 85B y 85C, demostró ser un buen 

estimulante de la respuesta celular en animales tanto con tuberculosis bovina como con PTB 

(Rosseels et al., 2006), por lo tanto, fue incorporado en este trabajo el antígeno 85A (Ag85A) para 

su estudio. La Figura 74, muestra los IDO450nm obtenidos luego de la estimulación con el antígeno. 

La estimulación (mediana) de los animales de los tambos infectados fue significativamente mayor 

que los tambos libres de la enfermedad (P = 0,0005). El valor máximo de estimulación fue de 2,35 

en los tambos infectados, mientras que en los tambos libres de la enfermedad, los valores de 

estimulación alcanzaron un IDO450 de 1,34.  
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 Figura 74. Respuesta de γIFN por estimulación con el antígeno 85A. Se muestra el gráfico de 

distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) en los animales de los 
tambos positivos y negativos. Este antígeno se expresó en el vector pMAL, en consecuencia el IDO 
450 se calculó respecto de la proteína de unión a maltosa MBP, empleada en la misma 
concentración. Las respuestas de los grupos (medianas), fueron comparadas por el test no 
paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), mostrando diferencias significativas entre 
las dos poblaciones (P = 0,0005; GL:1, n=90). Se muestra con la línea punteada, el punto de corte 
seleccionado para la prueba que emplea este antígeno, IDO450nm ≥ 1, 40. 
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4.3.3.5. Análisis comparativo del ensayo de liberación de γIFN basado en los distintos 

antígenos. 

Se identificó a los animales con respuesta positiva a cada prueba en base al punto de corte 

seleccionado para cada antígeno. Se determinó la proporción de animales de los tambos infectados 

que resultaron positivos para cada ensayo. La especificidad de la prueba fue estimada a partir de la 

proporción de animales que mostraron valores de estimulación por debajo del punto de corte en los 

tambos libres de la enfermedad (Tabla 14).  

 

 

 

 

El porcentaje de animales positivos identificados por los antígenos BfrA, MAP860, LprG, y GrpE, 

fue semejante al obtenido con PPDa. La especificidad de la prueba con los antígenos GrpE, 

MAP860, LppE y Ag85 fue superior a la especificidad de la prueba con PPDa (100 % vs 95,5 %). 

El antígeno Hsp70, detectó una mayor proporción de animales que PPDa, sin embargo la 

especificidad fue menor. Las Tablas 16 y 17 muestran los resultados de las distintas pruebas en 

cada animal de los tambos infectados, junto a los resultados de todas las pruebas diagnósticas 

realizadas, como también la presencia o ausencia de sintomatología asociada a la enfermedad en el 

momento del muestreo. A partir del análisis de estas tablas, se pudo observar una respuesta muy 

variada entre los animales, tanto en magnitud como en cantidad y naturaleza de antígenos 

reconocidos.  

Tabla 14. Cantidad de animales positivos por la prueba de γIFN utilizando los distintos antígenos y estimación de 
la especificidad de cada ensayo.  
*1 la especificidad fue estimada como N-n(pos)/N x100, donde N es el número de animales evaluados (N=45), 
n(pos) es el número de animales positivos en los tambos libres (falso-positivos).  

 

   

Animales positivos (%) 
 

Antígeno estimulante 
  

Tambos PTB+ 

N=45 

 

Tambos PTB- 

N=45 

 

Especificidad*1 

(%) 
 

PPDa  14 (31) 2 95,5 

Lpp34  6 (13) 1 97,8 

BfrA  13 (29) 1 97,8 

GrpE  12 (27) 0 100 

Hsp70  17 (38) 4 91,1 

PknB  8 (18) 0 100 

MAP860  14 (31) 0 100 

LprG  13 (29) 6 86,7 

ModD  9 (20) 4 91,1 

LppJ  7 (15,5) 3 93,3 

LppE  7 (15,5) 0 100 

Ag85A  9 (20) 0 100 



 

 

        

         Respuesta Celular: Liberación de gIFN
animal Sintomatol. ELISA-PPA ZN-MF Cultivo BfrA GrpE PknB Hsp70 Lpp34 M860 LprgG ModD LppE LppJ Ag85A PPDa

M15 neg pos pos
neg neg
pos

diarrea sang. pos pos Mf
diarrea

diarrea pos pos
pos

diarrea pos pos
neg pos neg

pos
diarrea

neg pos pos

pos pos.
neg neg

diarrea-bajopeso pos pos
diarrea

neg

neg 1,67 1,38 1,2 1,19 1,11 1,53 1,35 1,53 1,39 1,44 1,1 3,24
M315 neg neg 1,26 0,98 1,01 0,99 1,06 0,98 1,41 1,16 0,99 1,02 1,14 1,08
m698 neg neg neg 1 1,41 1,29 1,55 1,32 1,11 2,07 1,47 1,15 1,82 1,08 1,63
887 1,18 1,21 1,54 1,85 2,38 1,03 1,18 2,07 1,09 1,14 1,57 2,24
1152 neg neg neg 1,44 1,6 1,12 1,13 2,17 1,54 2,81 1,19 1,22 1,25 1 1,02
1226 neg neg neg neg 2,11 2,39 2,46 1,76 10,56 2,07 1,91 1,41 1,4 1,64 2,35 5,15
1244 neg 1,33 0,98 1,12 2,67 1,75 1,1 1,07 1,1 1,03 1,17 1,05 2,11
1286 neg neg neg 1,6 1,85 1,93 2,02 1,48 1,14 2,18 1,88 1,66 2,11 1,12 1,57
1293 neg 0,98 0,94 1,92 0,98 1,05 1,03 1,06 1,46 1,05 0,98 1,15 0,98
1322 neg 1,02 0,97 1,07 1,07 1,27 0,98 0,97 1,07 1,04 0,98 1,19 1,02
1330 neg neg neg 1,04 1,08 1,01 1,15 1,15 1 0,99 1 1,08 1,07 2,22 1,37
1403 neg neg neg 1,37 0,88 0,96 1,76 1,39 1 1,86 1,14 1,11 1,49 1,03 1,5
1415 neg 1 1,04 1 0,95 1,08 0,98 1,08 1,1 1,21 1,11 1,07 1,62
1481 neg neg neg neg 1,3 1,08 1,11 1,09 1,05 1,2 1,06 1,18 1,45 1,38 1,01 1,82
1502 neg neg neg. neg 1,25 1,3 1,04 1,54 2,02 1,3 1,34 2,08 1,21 1,68 1 1,43
1524 neg neg neg. neg 0,97 0,98 1 1,06 0,92 1,09 0,94 1,06 0,98 1,04 0,97 1,6
1532 neg neg 0,95 1,06 1,61 1,63 0,96 0,99 1,78 0,86 1,45 0,97 1,9 4,76
1538 neg neg 1,64 0,98 0,98 0,96 1,08 1,07 1 0,97 1,05 1,42 0,99 1,12
1552 neg 1,33 1,13 0,96 0,97 1,1 1,07 1,27 1,49 1,19 1,44 1,07 13,11
1559 neg neg neg 1,19 1,09 1,04 1,08 0,98 1,02 1,03 0,89 0,98 1,18 0,98 3,34
1706 neg neg neg 0,97 1,12 1,17 1,06 0,98 1,04 1,05 1,01 1,03 0,98 1,07 2,63
Total 7/21 10/21 8/21 1/21 5/21 6/21 5/21 8/21 4/21 3/21 6/21 4/21 5/21 4/21 4/21 13/21  

 

Tabla 15. Respuesta celular, humoral y resultados bacteriológicos de los animales del establecimiento de la localidad de Suipacha (n=21). Un total de 19 animales presentaron 
respuesta de liberación de γIFN frente a alguno de los antígenos estudiados. Se muestran en gris los índices de estimulación (IDO450nm) considerados como positivos de acuerdo a 
los puntos de corte estimados para cada ensayo. Se resaltan en verde, la respuesta de γIFN positiva estimulando tanto con PPDa como con los antígenos recombinantes; en rosa, los 
animales que respondieron exclusivamente a la estimulación de los antígenos recombinantes; en amarillo, los animales que respondieron exclusivamente a PPDa. Se muestran los 
resultados de la prueba de ELISA-PPA que emplea el antígeno de M. avium subsp. avium (Allied), la tinción de Ziehl-Neelsen en materia fecal (MF) y el cultivo de materia fecal y 
leche. Se registró la sintomatología de cada animal en el momento de la realización del muestreo.  
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         Respuesta Celular: Liberación de gIFN
animal Sint. ELISA-PPA ZN-MF Cultivo BfrA GrpE PknB Hsp70 Lpp34 M860 LprgG ModD LppE LppJ Ag85A PPDa

204 neg neg neg neg 1,05 1,17 0,99 2,56 1,32 1,5 2,58 1,27 0,98 1,34 1,01 1,88
210 neg

 

pos
pos pos
pos neg
pos pos Mf 
pos pos
pos neg

pos
neg

leche
pos

diarrea
neg pos

leche yMf
neg

bajo peso
pos pos
pos pos

pos
bajo peso pos pos Mf

neg neg 1,04 1,01 1,12 1,03 1,03 1,07 1,08 1 1 0,97 1,11 1,1
4545 neg neg 2,37 1,3 1,1 2,7 1,73 1,76 2,87 2,28 1,09 1,79 1,42 1,93
4708 neg neg 1,59 1,16 1,32 1,65 1,52 1,43 1,51 1,52 1,17 1,25 1 1,68
4746 neg (05) 1,24 2,63 2,1 2,27 1,13 3,36 2,09 1,66 0,95 1,36 2,06 11,95
4816 neg neg 1,03 1,09 1,14 1,27 0,97 1,24 0,97 1 0,97 1,36 1,66 1,15
4930 neg neg 1,71 1,69 1,12 1,46 1,18 1,76 1,1 1,18 0,97 1,03 1,03 1,78
4955 neg neg neg neg 1,05 0,98 1,13 1,06 1,06 1,05 0,96 1,05 1,06 0,95 1,33 1,07
4961 neg neg neg 1 1,04 1,13 1,18 1,22 1,19 1,05 1,09 1,32 1,13 1 1,15
4991 neg neg neg 1,08 1,07 1,17 1,07 0,96 0,99 1,09 0,89 0,97 0,93 0,95 1,69
5125 neg neg neg 2,69 4,18 1,2 2,12 1,97 2,13 2,95 2,34 1,05 1,4 1,08 2,25
5129 neg neg neg 1,07 0,95 1,05 1,06 1,15 1,73 0,96 1,05 1,06 1 1,07 0,96
5140 neg neg neg neg 0,97 1,07 0,99 1,03 1,06 1,07 1,06 1 1,06 0,96 1,02 1,02
5161 neg neg neg 1,57 2,14 2,29 1,76 1,95 2,17 1,76 1,38 1,52 1,6 1,21 1,36
5175 neg neg 1,02 1,9 1,6 2,05 1,57 1,66 1,3 1,06 1,08 1,02 1,09 1,28
5209 neg neg neg neg 1,02 1,04 1 1,09 1,05 1,06 1,2 1,02 0,98 0,96 0,99 1,08
5369 neg neg neg 1,58 1,14 0,98 3,71 2,62 0,98 2,31 2,24 1,23 1,78 1,02 2,07
5470 neg neg neg 1 1,07 1,12 1,14 0,99 1,02 1,06 0,99 1,09 1,07 1 1,08
5585 neg neg neg 1,45 0,99 1,02 1,17 1,01 1,67 1 1 0,98 1,06 2,22 1,34
5614 neg neg 1,07 1,05 1,01 1,23 1,12 1,17 1,14 1,09 0,96 1,04 1,38 1,58
5642 neg neg 1,42 1 0,97 0,94 0,97 1,03 0,98 1,07 0,99 0,97 1,46 1,54
5643 neg neg neg neg 1,18 1,17 0,96 0,99 1,08 1 0,99 1 1,07 1,07 1,04 0,92
5695 neg neg neg 1 0,97 1,06 1,15 0,99 0,99 1 0,99 0,98 1,03 1 1,14
6028 1,28 1,08 1,05 1,11 1,14 1,66 1,11 1,22 1,26 1,13 1 1,51
Total 3/24 13/24 6/24 4/24 8/24 6/24 2/24 9/24 2/24 11/24 7/24 5/24 2/24 3/24 5/24 11/24  

 
Tabla 16. Respuesta celular, humoral y resultados bacteriológicos de los animales del establecimiento de la localidad de Lincoln (n=24). Un total de 17 animales presentaron 
respuesta de liberación de γIFN frente a alguno de los antígenos estudiados. Se muestran en gris los índices de estimulación (IDO450nm) considerados como positivos de acuerdo a 
los puntos de corte estimados para cada antígeno. Se resaltan en verde, la respuesta de γIFN positiva estimulando tanto con PPDa como con los antígenos recombinantes; en rosa, los 
animales que respondieron exclusivamente a la estimulación de los antígenos recombinantes; en amarillo, los animales que respondieron exclusivamente al PPDa. Se muestran los 
resultados de la prueba de ELISA-PPA que emplea el antígeno de M. avium subsp. avium (Allied), la tinción de Ziehl-Neelsen en materia fecal (MF) y el cultivo de materia fecal y 
leche. Se registró la sintomatología de cada animal en el momento de la realización del muestreo. 

 



Se pudo observar que de los 45 animales, 36 presentaron respuesta de liberación de γIFN cuando 

fueron estimulados con algún antígeno. De estos animales, 17 (47 %), respondieron tanto a PPDa 

como a los antígenos recombinantes, 8 (22 %) respondieron únicamente a PPDa y 11 (30,5 %) 

respondieron exclusivamente a los antígenos recombinantes. 

Con el objetivo de evaluar la respuesta celular por estimulación con los antígenos 

recombinantes en el contexto de las pruebas diagnósticas serológicas y bacteriológicas, se 

clasificaron a los animales de acuerdo a las categorías que se presentan en la Tabla 17. 

 
 

Ensayo 
 

γIFN-PPDa + 
 

γIFN-PPDa  - 

 

ELISA-PPA +; Bacteriología + 

 

M15r-887r-1244r-1415-1532r-1552*-

4545r-4746*r-5614-5642r-6028r 

 

 

4816r 

 

ELISA-PPA +; Bacteriología - 
 

M698r-4708r-4930r-5129 
 

1322-1330r-4961r-4961r 

1293r-210-5695 
 

ELISA-PPA -; Bacteriología + 
 

5125r-5369r-1286r 
 

- 
 

 

ELISA-PPA -; Bacteriología - 

 

 

1226r-1481r-1524-1559-1706- 

204r-4991 

 

 

M315-1152r-1403r-1502r-1538r-4955 -

5140-5161r-5209-5470-5585r 5643- 
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De acuerdo a la respuesta inmunológica que predomina en los animales (Th1 o Th2), los animales 

que se encuentran en una etapa inicial de infección, con respuesta celular específica positiva y 

respuesta humoral baja o sin seroconversión, son 10 (eliminadores y no eliminadores). Los 

antígenos recombinantes reconocieron a 6/10 de los animales. En el otro extremo del espectro, se 

encuentran los animales con una baja o nula respuesta Th1 y con una respuesta Th2 aumentada. 

Estos animales estarían representados por los grupos que contienen a los animales (ELISA +; γIFN 

PPDa -; Bacteriología +/-). Dentro de esta categoría hay 8 animales, de los cuales 5/8 animales 

respondieron a los antígenos recombinantes.  

A partir de la categorización de los animales en base a los resultados obtenidos por todas las 

metodologías pudimos observar que aquellos animales que presentaron los valores superiores a 10 

(IDO450nm) de respuesta γIFN, marcados con * (1552 y 4746), son animales que también tienen 

respuesta humoral detectable por la prueba de ELISA, y uno de ellos (1552) presentaba 

sintomatología clínica. Se puede constatar que dentro del mismo grupo (ELISA+; Bacteriología+; 

γIFN PPDa +), hay dos animales que también presentaron sintomatología (6028, 1244). De los 

animales de este grupo, 8/11 respondieron a los antígenos recombinantes. Hay cuatro animales 

abla 17. Clasificación de los animales en distintas categorías diagnósticas. Se indican en rojo los 
animales que presentaron alguna sintomatología evidente al momento del muestreo. Con “*” se indica 

s animales que presentaron IDO450nm>10 por estimulación con PPDa. La letra “r” junto al número 
de animal, indica que el animal también presentó respuesta de γIFN por estimulación con los antígenos 

mbinantes. 
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dentro del grupo (ELISA+; Bacteriología-; γIFN PPDa +), de los cuales 3/4 animales respondieron 

a los antígenos recombinantes.  

La categoría más abundante, con 12 animales, está representada por aquellos animales que no 

respondieron a ninguna de las pruebas convencionales. Dentro de esta categoría pueden encontrarse 

tanto animales no infectados pero expuestos, como animales infectados pero que aún no han 

desarrollado una respuesta consistente, o animales de estadíos muy avanzados con una baja 

respuesta inmunológica. Sin embargo 6 de ellos respondieron a los antígenos recombinantes, 4 de 

los cuales tenían asociada algún tipo de sintomatología como pérdida de peso o diarrea.  

De los resultados expresados en la Tabla 17 podemos concluir que de los animales muestreados, 

muchos de ellos presentaron una respuesta inmune correspondiente a estadíos intermedios de la 

enfermedad, ya que presentan tanto respuesta Th1 como Th2. Se pudo observar también que 

algunos animales de estadíos avanzados, no pierden la respuesta Th1, presentando altos niveles de 

estimulación. La detección de animales por los ensayos de estimulación de la liberación de γIFN 

con los antígenos recombinantes y que no son detectados cuando se estimula con PPDa, podría 

deberse a la respuesta del animal hacia un antígeno poco representado en PPDa. Por este motivo, es 

probable que los antígenos recombinantes tengan una mayor sensibilidad que PPDa para detectar 

estos casos. La confirmación bacteriológica de estos animales, así como la realización de futuros 

ensayos celulares y humorales contribuirán a confirmar estos resultados. 

 

Niveles de estimulación antigénica de los antígenos recombinantes respecto de PPDa. 

Se analizaron comparativamente los valores de estimulación alcanzados por los animales que 

presentaron respuesta positiva de liberación de γIFN frente a todos los antígenos evaluados. 

Cuando se estimuló la liberación de γIFN con los antígenos Lpp34, BfrA, Hsp70, PknB, LprG, 

ModD y el Ag85A, los animales presentaron niveles de estimulación (IDO450nn mediana) que no 

difieren significativamente de los alcanzados por la estimulación con PPDa. Sin embargo, cuando 

se estimuló la liberación de γIFN con los antígenos GrpE, Map860 y LppE, estos presentaron una 

respuesta significativamente menor que con PPDa (Figura 75). Estos resultados demostraron que 

con el empleo de un único antígeno como estimulante en la prueba celular de liberación de γIFN es 

posible alcanzar los mismos niveles de estimulación que con la mezcla antigénica PPDa. Por otro 

lado, pese a que GrpE y Map860 no son estimuladores potentes de la respuesta celular, permiten un 

reconocimiento sensible de los animales infectados con paratuberculosis. 
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Figura 75. Capacidad estimulante de los antígenos respecto de PPDa: gráfico de Box & 
Whisker. Se evaluó la respuesta de estimulación (IDO450nm mediana) para cada antígeno en los 
animales que resultaron positivos con todos ellos (N=6). El gráfico muestra el valor de la 
mediana, y dentro de las cajas se encuentran el 50 % central de la distribución de datos. Las 
barras indican los valores mínimos y máximos de estimulación obtenidos con cada antígeno. Se 
realizó un análisis comparativo empleando la prueba estadística no paramétrica de Wilcoxon. Los 
únicos antígenos que mostraron diferencias significativas respecto de la respuesta obtenida con 
PPDa fueron GrpE (P=0,030) y Map860 (P=0,031), LppE (P= 0,031). 

 

 

 

 

 

 

4.3.3.6. Evaluación de la respuesta frente a combinaciones de antígenos recombinantes (Mix).  
Se conoce que la respuesta a las proteínas de las micobacterias es heterogénea en los animales 

infectados (Collins et al., 2005). Debido a esta heterogeneidad, se decidió implementar la 

utilización de mezclas antigénicas recombinantes. De esta manera, se buscó incrementar la 

diversidad de epítopes reconocibles por las células T de los animales, con el fin de mejorar la 

sensibilidad de la prueba. Estas combinaciones antigénicas fueron denominadas MixA y MixB, 

cuya composición se detalla en la Tabla 13. Los antígenos fueron seleccionados en base a la 

frecuencia de respuesta de los animales pertenecientes a los rodeos con PTB, resultantes del 

análisis preliminar del primer tambo muestreado (Suipacha). Para conservar la sensibilidad 

obtenida con el antígeno empleado en forma individual, se utilizaron las mismas concentraciones 

finales (10 µg/mL). De esta manera, se buscó también lograr un efecto aditivo de los antígenos, en 

caso de que los animales reconozcan epítopes en distintas proteínas, traduciéndose en niveles de 

DO450nm superiores a las obtenidas con los antígenos empleados individualmente.  
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Los niveles de citoquina alcanzados con las dos mezclas recombinantes difieren 

significativamente (P=0,0043), siendo mayores con la MixA, como consecuencia de la 

incorporación de una cantidad mayor de antígenos (Figura 76). Las comparaciones en el tambo 

positivo y los niveles de citoquina (valorados por el IDO450nm) liberados en respuesta a la 

estimulación con la MixA y PPDa mostraron diferencias no significativas (P = 0,1985). Del análisis 

de los valores de estimulación de la liberación de γIFN se pudo observar que la Mix recombinante 

A, produjo la liberación de la citoquina en niveles significativamente mayores en los animales de 

los tambos infectados con MPTB (P = 0,0442), respecto de los tambos libres de la enfermedad. Sin 

embargo, algunos animales negativos también respondieron a la MixB, por este motivo las 

diferencias entre las poblaciones infectadas y sanas en la respuesta de liberación de γIFN con esta  

mezcla no son significativas (P=0,15). Esto puede explicarse por la incorporación en la MixB del 

antígeno LppJ, del que se describió previamente su comportamiento inespecífico y del antígeno 

Hsp70, frente al cual respondieron algunos animales en forma individual. Solamente la 

estimulación con la mezcla antigénica MixA permitió alcanzar niveles de estimulación 

significativamente mayores que cuando se estimuló con PPDa en el tambo infectado con MPTB (P 

= 0,0021).  

Podemos concluir de este ensayo que la combinación de distintos antígenos permite alcanzar 

niveles de estimulación superiores respecto de los alcanzados con PPDa.  

 

Figura 76. Respuesta de γIFN por estimulación con las mix antigénicas y PPDa. Se muestra el 
gráfico de distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) en los animales de 
los tambos positivos y negativos. Los valores obtenidos, fueron comparados por el test no paramétrico 
Kruskall-Wallis (para muestras no pareadas), mostrando diferencias significativas entre los tambos con 
PTB y los tambos libres con la MixA (P = 0,042; GL:1, n=48). Las mismas diferencias resultaron no 
significativas con la MixB (P=0,15, GL:1, n=48). La respuesta de los animales de los tambos infectados 
frente a las mix y PPDa, se analizó por el test  no paramétrico de Wilcoxon (para muestras pareadas). La 
respuesta de estimulación con la MixA fue mayor que con PPDa (P=0,021; n=24), mientras que cuando 
se estimuló a estos animales con la MixB, no hubieron diferencias significativas (P=0,86).  
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4.3.3.7. Análisis de la respuesta celular frente a una PPD producida a partir de un 

aislamiento de M. avium subsp. paratuberculosis. 

El análisis de rutina, involucra la utilización de los antígenos comercializados por la firma 

Biocor, CSL; a partir de los cuales, se validó el ensayo Bovigam. El antígeno PPDa, está formulado 

a partir de la cepa de referencia M. avium D4. Este antígeno, se implementa como antígeno de 

referencia para la evaluación de la respuesta celular, en tuberculosis bovina (junto a PPDb como 

antígeno específico), y como antígeno específico en el diagnóstico de paratuberculosis. Se 

incorporó al análisis, la evaluación de la respuesta celular de los animales, frente a una PPD, 

elaborada a partir de un cultivo de la cepa salvaje Malele-505 de M. avium susbsp. 

paratuberculosis. Se procesaron 250 mL de un cultivo en fase exponencial tardía, de acuerdo al 

protocolo descripto en Materiales y Métodos y se empleó la misma concentración de proteínas de 

las distintas PPDs para estimular en el ensayo de evaluación de respuesta celular. Se analizaron 48 

animales, 24 animales de un tambo libre y 24 de un tambo con paratuberculosis.  
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Figura 77. Respuesta de γIFN por estimulación con PPDa y PPDj-IB. Se muestra el 
gráfico de distribución de valores (dot plot) de la liberación de γIFN (IDO450nm) en los 
animales de los tambos positivos y negativos. Los valores obtenidos entre los tambos PTB+ 
y sanos fueron comparados por el test no paramétrico Kruskall-Wallis (para muestras no 
pareadas). La respuesta de los animales de los tambos infectados o libres de la enfermedad 
frente a PPDa y PPDj-IB, se analizó por el test  no paramétrico de Wilcoxon (para muestras 
pareadas).  
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La PPDj-IB, al igual que PPDa, estimula de manera diferencial la respuesta de liberación de γIFN 

en los distintos tambos, mostrando niveles de estimulación superiores en los tambos infectados (P = 

0,0085) (Figura 77). Del análisis comparativo en los animales del tambo con PTB se observó que, 

pese a que con PPDa hay un animal con un valor de estimulación de 11,95, no hubo diferencias 

significativas en los niveles de estimulación de estos animales frente a PPDj-IB y PPDa (P = 

0,6482). Sin embargo, la respuesta individual de algunos de los animales, fue distinta frente a las 

PPDs. Este comportamiento, pudo ser consecuencia de una composición diferencial de las mezclas. 

Sin embargo, la respuesta de la mayoría de los animales mantuvo la misma relación frente a los 

antígenos, mostrando una correlación positiva (Figura 77). Se pudo observar también que la 

respuesta celular evaluada en los animales de los tambos sanos frente a las distintas PPDs no difirió 

significativamente (P = 0,9854). 
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Figura 77. Análisis de correlación entre la respuesta celular 
estimulando con PPDj-IB y PPDa. Cada cuadrado representa una 
muestra, se indican los valores de IDO450nm empleando los dos 
Derivados Proteicos Purificados. El valor rho calculado mediante la 
correlación por ranking de Spearman fue  r=0,702 (P<0,0001).   

 

La Tabla 18 muestra los valores de estimulación obtenidos en cada animal por estimulación con las 

distintas PPDs. En base a los animales identificados como positivos con cada antígeno, se 

calcularon las sensibilidades y especificidades relativas, de acuerdo a los valores de la Tabla 19 .  

 Pese a esta sensibilidad del 75 % y especificidad del 86 % respecto de PPDa, se observó que los 

animales 204 y 5369 tuvieron una estimulación con PPDa y PPDb de la misma magnitud, sin 

embargo, en estos animales la respuesta de estimulación con PPDj-IB fue mayor. Los animales 

detectados únicamente por estimulación con PPDj-IB, presentaron respuesta celular frente a otros 

antígenos recombinante (5161, 5175, 5585), respuesta humoral (5175) y sintomatología compatible 

con paratuberculosis como diarrea (5161) y pérdida de peso (5585). Por este motivo, son 

considerados infectados con MPTB y respondieron a la estimulación por PPDa. La implementación 
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de la PPD preparada a partir de un aislamiento de campo de MPTB, permitió identificar a algunos 

animales paratuberculosos que no fueron reactivos a la estimulación por PPDa y en otros casos 

permitió una respuesta diferencial respecto de los valores obtenidos por estimulación con PPDb.  

 

            Tambo con paratuberculosis                Tambos Libres   
animal PPDa(Biocor) PPDj-IB PPDb (Biocor) animal PPDa (Biocor) PPDj-IB PPDb (Biocor)

204 1,88 3,11 1,76 1 1,05 1,05 1,04
210 1,1 1,01 1,05 2 1,08 1,77 1,01
4545 1,93 2,26 1,25 3 0,98 1,02 1
4708 1,68 1,66 1,31 4 1,15 1,2 1,06
4746 11,95 5,73 1,54 5 1,03 0,98 0,96
4816 1,15 0,99 0,98 6 1,09 1,08 1,09
4930 1,78 2,44 1,49 7 0,99 1,06 0,99
4955 1,07 1,01 0,98 8 0,97 1,01 0,99
4961 1,15 1,02 1,08 500 1,17 1,05 1,11
4991 1,69 1,02 1,08 511 1,06 1 1,07
5125 2,25 2,17 1,74 521 1,03 1,03 1,02
5129 1,06 1,09 0,98 524 1,28 1,12 1,18
5140 1,02 0,96 1,9 536 0,97 1,07 1,09
5161 1,36 2,34 1,37 551 1,01 1,02 0,98
5175 1,28 1,63 1,14 557 1,11 1 1,1
5209 1,08 1,07 1,07 583 1,1 1,34 1
5369 2,07 7,6 2,06 588 1,27 2,22 1,09
5470 1,08 1,28 0,97 593 0,99 1,02 1
5585 1,34 2,49 1,73 600 1,01 1,35 1,09
5614 1,58 1,39 1,2 614 1,09 1,13 1,11
5642 1,54 1,41 1,16 A1 1,28 0 1,08
5643 1 1,02 1,08 A2 2,47 0,95 1,26
5695 1,14 0,97 1,12 550/40 1,35 1,04 1,1
6028 1,51 1,43 1,37  604/10 1,06 1,05 1,04

n= 24 11/24 12/24 4/24 n=24 1/24 2/24 0/24  

 

 

 

                        γIFN- PPDa     

   γIFN- PPDj 
+ - 

 

Total 

+ 9 5 14 
- 3 31 34 

Total 12 36 48 
 
  Tabla 19. Evaluación de la Sensibilidad y Especificidad relativa a PPDa. La sensibilidad se estimó como 
[9/(9+3)] x 100= 75 %, y la especificidad como [31/(31+5)]=86 % de acuerdo a Jacobson et al.,1998. 
 
 

 

 

 

 

Tabla 18. Valores de estimulación obtenidos empleando los Derivados Proteicos Purificados PPDa, 
PPDb (Biocor) y PPDj-IB. Se obtuvo un índice de concordancia κ= 0, 62 entre las pruebas basadas en PPDa y 
PPDj-IB. Se indican en gris, los resultados positivos en las dos pruebas, en amarillo los resultados positivos en 
solo una prueba. En verde, los valores de estimulación con PPDb de la misma magnitud o superiores a los 
obtenidos con PPDa. 
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4.4. Análisis de los Derivados Proteicos Purificados (PPDs) 

 

El análisis de rutina de la respuesta celular tanto in vivo como ex vivo involucra la utilización de 

mezclas no definidas conocidas como PPDs. Si bien se conoce de la presencia de distintas proteínas 

liberadas por lisis de la bacteria por calor y de otros componentes celulares como lípidos y 

polisacáridos, poco se sabe sobre los antígenos predominantes en cada una de ellas. Para estudiar 

los antígenos dominantes hacia los cuales responden los animales, la abundancia de estos en las 

distintas PPDs y la presencia de antígenos diferenciales o compartidos entre PPDa y PPDb 

comerciales empleadas en el diagnóstico, se utilizaron dos estrategias experimentales. La primera, 

consistió en evaluar la respuesta humoral generada en ratones luego de ser inmunizados con las 

mezclas antigénicas. La segunda, se basó en el reconocimiento directo de los antígenos en las PPDs 

por Western blot, empleando anticuerpos específicos contra determinadas proteínas o componentes 

celulares.  

4.4.1. Estudio comparativo de la respuesta humoral generada contra PPDa y PPDb en 

ratones BALB/c. Con el objetivo de evaluar el reconocimiento y representación en las PPDs de los 

distintos antígenos descriptos previamente en este trabajo, se realizó un ensayo de inmunización en 

ratones. La respuesta frente a un determinado componente, sería indicador, además de la 

inmunogenicidad, de la presencia del mismo en la PPD analizada. Con ese fin, Se inocularon por 

vía intraperitoneal ratones hembra BALB/c con 25 µg de PPDa y PPDb (Biocor) y adyuvante 

incompleto de Freund (Sigma), bajo el esquema de inmunización descripto en Materiales y 

Métodos. Los ratones fueron sangrados por la vena caudal ventral y se utilizaron los sueros para 

identificar las proteínas del sobrenadante de cultivo y del extracto celular por Western blot (Figura 

78). 
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Figura 78. Reconocimiento de proteínas de MPTB y M. bovis AN5 por los sueros de ratones 
inmunizados con los antígenos PPDa y PPDb (Biocor, CSL). Se separaron electroforéticamente 10 µg de 
proteínas del extracto celular (E) y del sobrenadante de cultivo (SN) de las distintas micobacterias, se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y fueron evaluadas por Western blot utilizando los sueros de 
ratones inmunizados con las mezclas antigénicas respectivas. En la parte superior del gráfico, se indican los 
sueros con los que fueron evaluadas las membranas, se emplearon los sueros murinos en una dilución 1/50 y 
el anticuerpo secundario anti-IgG anti-murino conjudado a fosfatasa alcalina en una dilución 1/3000. Se 
indica con números, la especie de origen de las proteínas: 1, M. avium subsp. paratuberculosis y 2, M. bovis 
AN5. 
 

Se pudo observar que los ratones inmunizados con PPDa, reconocieron con intensidad 4 proteínas 

de aproximadamente 50 kDa, 40 kDa, 35 kDa y 30 kDa en el extracto de MPTB (E 1, de la Figura 

78), entre éstos, el antígeno de 40 kDa, también sería reconocido en el extracto de proteínas M. 

bovis (E 2). Cuando se estudió el mismo suero anti-PPDa frente a las proteínas del sobrenadante de 

MPTB (SN 1), estos reconocieron exclusivamente dos proteínas de tamaño próximo a 45 y 50 kDa, 

presentaron también reacción frente a dos proteínas de menor tamaño en el sobrenadante de M. 

bovis (SN 2). Al realizarse el mismo análisis con el suero anti-PPDb, este reconoció principalmente 

dos proteínas el el extracto celular de M. bovis AN5, una muy abundante que comigra con la 

proteína de 26 kDa del marcador de peso molecular y otra, con menor intensidad, de alrededor de 

30 kDa. Estas mismas proteínas serían reconocidas, aunque mucho más débilmente, en el extracto 

de proteínas de MPTB. Se reconocieron en el sobrenadante de M. bovis, con el mismo antisuero 

anti-PPDb, dos proteínas, una proteína de aproximadamente 25 kDa y otra, de un tamaño aparente 

algo mayor (30 kDa). Este antisuero, también reconoció dos proteínas en el sobrenadante de 

MPTB, aunque difieren levemente en el tamaño. Considerando que la cantidad de proteínas de las 

micobacterias es igual para los ensayos, se puede concluir que en la PPDa se encuentra una mayor 

cantidad de proteínas de la membrana celular o del citosol (representados en el extracto celular) 

con capacidad inmunogénicas en el ratón que en la PPDb. Por otro lado, la respuesta frente a estas 

proteínas del extracto celular y que están representadas en las PPDs, muestran una respuesta 

diferencial, ya que el reconocimiento de proteínas de la otra especie es muy bajo o no se detectan. 

      
                          Anti-PPDa                               Anti-PPDb 
  
   MPM     E 1     E 2     SN 1  SN 2        E 1    E 2       SN 1   SN 2          

    
     170 
     130 
     72 
 
     55 
     43 
     
     34 
 
     26 
 
  
 
      17 
 
      10 
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En cuanto a las proteínas del sobrenadante, el perfil de reconocimiento de proteínas con los dos 

anti-sueros es también distinto. Este ensayo demostró que la reactividad cruzada, evaluado a partir 

del reconocimiento de epítopes B, entre las proteínas de M. bovis y M. avium es más evidente entre 

las proteínas del sobrenadante que entre las proteínas del extracto celular. 

              Con el objetivo de conocer si la identidad de estos antígenos presentes en las PPDs y 

reconocidos por los ratones, se correspondía con algún antígeno estudiado en el presente trabajo, se 

enfrentó estos sueros, anti-PPDa y anti-PPDb, al panel de proteínas recombinantes disponibles. Se 

realizó la evaluación por Western blot empleando la misma dilución de suero murino y condiciones 

de incubación del ensayo. Se evaluaron las proteínas Lpp34, BfrA, Hsp 70, ModD, LprG, 

Map860c, Ag85A, LppJ y LppE. Los resultados se muestran en la Figura 79.  
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presencia de distintos antígenos en PPDa y PPDb. A. Proteínas recombinantes en 
que se enfrentan los distintos anti-sueros, detectadas con el anticuerpo anti-Histidina: 
A; calle 3, Hsp70; calle 4, ModD; calle 5, LprG; calle 6, Map860c; calle 7, Ag85A; 
 unión a maltosa, control de Ag85A); calle 9, LppE; calle 10, LppJ y calle 11, sin 
os control (ratones inmunizados con PBS y adyuvante); C. Pool de sueros (1/50) de 
PDb.  D. Pool de sueros (1/50) de ratones inmunizados con PPDa. Se empleó como 
nti-IgG anti murino. Todas las proteínas están expresadas en el vector pRSET con 

resada en pMAL. MPM: marcador de peso molecular (Amersham-Biosciences), se 
a.  

l suero anti-PPDa, reconoció de forma intensa, únicamente al antígeno 

ia, puede atribuirse el reconocimiento inicial de este suero en el 

 M. bovis, a la presencia de anticuerpos anti-ModD. En consecuencia, este 

resente en la mezcla antigénica PPDa. El suero anti-PPDb mostró el 

 muy ténue de distintos antígenos como BfrA, ModD, Map860c, Ag85A. 

iento de los antígenos por parte de los sueros en el extracto de las 
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micobacterias, resultó con una señal importante, el reconocimiento débil en este ensayo por parte 

del suero anti-PPDb, puede deberse a algún tipo de reacción cruzada. Esto lo demuestra el 

reconocimiento del antígeno Map860c, cuyo gen sólo se encuentra en MPTB. Posteriormente, para 

demostrar que la proteína reconocida en el sobrenadante de MPTB por el anti suero anti-PPDa es 

ModD, se evaluó el reconocimiento del antígeno ModD en la fracción de proteínas del 

sobrenadante de cultivo de MPTB empleando el antisuero anti-ModD recombinante y el antisuero 

anti-PPDa. La Figura 80 muestra que los dos sueros hiperinmunes fueron capaces de identificar a 

la proteína en la fracción, confirmando la identidad de la señal generada con el suero anti-PPDa.  
 

                                                               

                                        MPM                MPM       1         2 

 
 

Figura 80. Evaluación del antígeno ModD en las proteínas del sobrenadante de 
MPTB. Se evaluó el reconocimiento del antígeno ModD por Western blot. Calle 1, 
suero anti-PPDa; calle 2, suero anti-ModD. MPM: marcador de peso molecular 
(Fermentas), se indican los tamaños en kDa. 
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4.4.2. Evaluación directa de antígenos presentes en las PPDs a partir de antisueros anti-

antígeno específicos. Con el objetivo de identificar y analizar comparativamente la presencia de 

los distintos antígenos en las distintas PPDs, se emplearon anticuerpos policlonales específicos para 

su detección por Western blot. Los antisueros anti-DnaK (Hsp70), BfrA, Lpp34, ModD, MAP860 y 

LprG de M. avium subsp paratuberculosis, fueron producidos en ratones BALB/c. Los antisueros 

dirigidos a LAM y al complejo del Ag85 de M. tuberculosis H37Rv fueron producidos en conejo, 

(gentilmente cedidos por el Dr. P. Brenan, Universidad de Colorado). Se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa, 10 µg de cada PPD y una alícuota del antígeno control (1µg). En este 

ensayo, se utilizaron las mezclas antigénicas PPDa y PPDb (Biocor, CSL) y la mezcla PPDj-IB, 

obtenida en nuestro laboratorio. Para poder visualizar las proteínas, usualmente degradadas como 

consecuencia del protocolo de preparación de las PPDs (ver Introducción y Materiales y Métodos) 

y presentes en bajas concentraciones, se emplearon tiempos de incubación con los anticuerpos de 3 

h, así como un tiempo de revelado de la actividad de la fosfatasa alcalina de 10 min. Del análisis 

del reconocimiento de antígenos en las mezclas antigénicas por inmunoblot, se pudo observar que, 
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no hubo un reconocimiento diferencial de los antígenos LprG, Hsp70 y Ag85. Contrariamente, el 

antisuero dirigido al antígeno ModD, reconoció de manera intensa al antígeno en la mezcla PPDa 

(Biocor), respecto de PPDb y PPDj. La Figura 81, muestra los ensayos representativos para 

algunos antígenos. Previamente hemos demostrado la existencia de reatividad cruzada entre las 

distintas proteínas ModD homólogas, permitiendo un reconocimiento sensible de la proteína de M. 

bovis, en consecuencia el reconocimiento diferencial del antígeno en PPDa, se debe a una 

concentración mayor de la proteína ModD en la mezcla antigénica respectiva. El antisuero anti-

LAM mostró que la PPDj-IB se encuentra enriquecida en este componente, comparativamente a 

PPDa y PPDb (Figura 814). Los ensayos para detectar los antígenos BfrA, y Lpp34, evidenciaron 

una señal de reconocimiento muy baja, esto indicó un bajo contenido de estos antígenos en las 

muestras. 
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Figura 81. Detección de antígenos en PPDa, PPDb y PPDj por Western blot. Se sembraron 10 
µg de cada PPD por calle en un gel de poliacrilamida de 15 cm. Se detectaron los antígenos con 
una dilución 1/100 de cada antisuero específico. Se utilizó como anticuerpo secundario el 
monoclonal anti-IgG anti-ratón, o anti-IgG anti-conejo (Sigma), según en anticuerpo primario 
utilizado. Se muestran en la figura los resultados obtenidos para LprG, Lpp34, ModD y LAM. 
Las membranas fueron sobre-expuestas durante el revelado, para poder detectar la presencia de 
los posibles fragmentos de cada antígeno en las mezclas antigénicas. Se indican en la parte 
superior de la figura con la letra J, PPDj; con A, PPDaviar,  con B, PPDb; R, proteína 
recombinante; MPTB, extracto de proteínas, (abundante en LAM) de M. avium subps. 
paratuberculosis; MPM: marcador de peso molecular (Amerham-BioSciences), se indican los 
tamaños en kDa. Se indica con “*” el tamaño de la proteína recombinante. 
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Para evaluar las posibles variaciones en los distintos lotes de producción, se evaluó 

comparativamente la detección de la proteína ModD en distintas partidas de PPDa y PPDb 

(Biocor). Previamente se cuantificó el contenido de proteínas en cada muestra por el método de 

BCA (Pierce). Adicionalmente, se evaluó en el mismo ensayo la capacidad del antisuero generado 

contra el ortólogo de M. avium subsp. paratuberculosis, de detectar a la proteína de M. bovis y M. 

avium subsp. avium. En la Figura 82 se muestra que el antisuero anit-ModD fue capaz de detectar 

a las proteínas ortólogas en los sobrendantes de cultivo de las micobacterias, sin embargo, sólo 

detectó la presencia de este antígeno en PPDa y no en PPDb. Este reconocimiento fue 

independiente del lote analizado. 
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Figura 82. Evaluación de la presencia de ModD en distintos lotes de producción de PPDa 
(Biocor, CSL). Se evaluaron dos fracciones distintas de PPDs bovina y aviar de la misma 
empresa. Se evaluó  la presencia de la proteína ModD por Western blot utilizando un antisuero 
anti-ModD (MPTB). Se estudió en el mismo ensayo el reconocimiento de los homólogos de M. 
avium y M. bovis por el mismo suero hiperinmune. Calle 1, proteínas de SN de M. avium subsp. 
avium; calle 2, proteínas de SN de M. avium subsp. paratuberculosis; calle 3, proteínas de SN de 
M. bovis. Se indica con la letra A, PPDa y con B, PPDb; fueron sembrados 10 µg de proteínas 
totales de cada PPD por cada pocillo. En la parte superior se indican los números de producción 
de cada lote analizado. MPM: marcador de peso molecular (Fermentas), se indican los tamaños 
de algunas proteínas representativas en kDa. 
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Con el objetivo de evaluar si esta composición diferencial para el antígeno ModD en las PPDa y 

PPDb es independiente del laboratorio de origen, se evaluaron fracciones de PPDs provenientes del 

SENASA, producidas para la prueba de tuberculinización de animales. Primeramente, para evaluar 

los niveles de la proteína presentes en los cultivos empleados para la preparación de las PPDs, se 

obtuvieron las proteínas a partir de 50 mL del sobrenadante de cultivo de las cepas de referencia M. 

bovis AN5 y M. avium subsp. avium D4, previamente filtrado. Se evaluó el perfil de expresión 

proteica por tinción con azul de Coomassie y se detectó la proteína ModD con el antisuero murino. 

Posteriormente, se utilizó para el ensayo de Western blot, la misma concentración de cada PPD y el 

mismo antisuero utilizado para la detección de las PPDs de Biocor CSL. Se obtuvo una intensidad 

de señal semejante, tanto en los sobrenadantes de cultivo como en las PPDs. Se pudo observar 

también, una importante degradación de las proteínas, ya que se detectó una banda, (Figura 83) de 

aproximadamente la mitad del tamaño de la proteína sin tratamiento térmico. Teniendo en cuenta 

que las cepas que se utilizan en los distintos laboratorios para la preparación de las PPDs son las 

cepas de referencia M. avium subsp. avium D4 y M. bovis AN5, se puede concluir que distintas 

variables como el número de repique de la cepa,  las condiciones de cultivo empleadas, o el método 

de preparación de los Derivados Proteicos Purificados, pueden explicar las diferencias en la 

composición observadas. 
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uación de la presencia de ModD en PPDs de SENASA. Se evaluaron con el 
 empleado para el análisis por W. blot de las PPDs de Biocor CSL, las PPDs 
l DILACOT (SENASA) y las proteínas del SN de los cultivos empleados para 
os cultivos fueron incubados a 37 °C por 6 semanas en medio Dorset-Henley. 
 sobrenadant. Calle 1, M. bovis AN5; calle 2, M. avium subsp. avium D4. B. 
PDa; calle 2, PPDb. MPM: marcador de peso molecular (Fermentas), se indican 
ferencia en kDa.  
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Como se indicó en Introducción (sección 1.4.1), otro de los componentes de las PPDs son 

los ácidos nucleicos. Con el objetivo de evaluar las posibles diferencias en el contenido de ADN en 

las distintas PPDs, se analizó su presencia por electroforesis en gel de agarosa y posterior tinción 

con bromuro de etidio. Se pudo observar, luego de integrar la imagen con el programa de 

adquisición de imágenes Fotodyne  que el contenido de ADN no era homogéneo (Figura 84). 

Mientras que en las PPDs comerciales no se observó señal fluorescente, en la PPDj-IB (INTA), se 

observó la presencia de ácidos nucleicos que mostraron un patrón típico de degradación.  

 
  

 

 
 
 
Figura 84. Evaluación del contenido de ADN de las distintas PPDs. Se 
sembraron 12 µL de cada PPD en un gel de agarosa 0,8 % y se realizó una 
electroforesis para la visualización de los ácidos nucleicos por tinción con bromuro 
de etidio. Calle 1, PPDa (Biocor, CSL); calle 2, PPDb (Biocor, CSL); calle 3, PPDj-
IB (INTA). MPM: marcador de peso molecular 1 kb (Promega), se indican los 
tamaños de los fragmentos en kb. 
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4.5. Selección “a campo” de un antígeno adecuado para evaluar la respuesta humoral. 

 
Para conocer el comportamiento de la respuesta humoral de los animales frente a los antígenos, se 

evaluó en un ensayo multiantigénico (MAPIA) los sueros de distintos animales. Se adhirieron los 

antígenos Lpp34, BfrA, GrpE, Hsp70, ModD, LprG a una membrana PVDF y se evaluaron los 

sueros diluídos 1/100 (Figura 85). 

 
 

                           
                             Animales Tambo  PTB positivo

       Animales Tambo  PTB Negativo                                       ELISA PPA+                                         ELISA PPA-  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 85. MAPIA de los animales pertenecientes a los distintos Tambos. Se adhirieron a la 
membrana los distintos antigenos respuspendidos en PBS (50-100 µg/ mL). Se realizó el inmunoblot 
incubando con los sueros bovino (1/100) por 1h a temperatura ambiente. Se utilizó como anticuerpo 
secundario, el monoclonal anti-IgG anti- bovino (Sigma) en las condiciones recomendadas por el 
fabricante. Se evaluaron los sueros de los animales de los establecimientos de Suipacha, Lincoln e 
INTA. 
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Se pudo observar claramente el reconocimiento inespecífico de Lpp34, BfrA, GrpE y LprG. Se 

observó poca señal con Hsp70, mientras que tres animales del tambo PTB positivo reconocieron de 

forma intensa la proteína ModD. En otro ensayo, se evaluaron los antígenos potenciales PknB, 

LppE y LppJ, en ningún caso se identificó reconocimiento de los animales hacia las proteínas (no 

mostrado). Probablemente, exista un reconocimiento débil de los antígenos, que se pierde si existe 

interacción con algún componente de E. coli derivado de la purificación del antígeno. Con el 

objetivo de identificar los antígenos inmunodominantes, es decir, aquellos antígenos reconocidos 

por la mayor cantidad de animales y ver si existen diferencias en cuanto al estadío de la infección 

que presenta el animal, se seleccionaron animales que  respondían a las pruebas diagnósticas en 

forma equivalente y se los agrupó en las siguientes categorías:  

1) Animales de Tambo PTB positivo:  ELISA PPA-; γIFN-; cultivo - 

2) Animales de Tambo PTB positivo:  ELISA PPA-; γIFN+; cultivo - 

3) Animales de Tambo PTB positivo:  ELISA PPA+; γIFN+; cultivo + 

4) Animales de Tambo PTB positivo: ELISA PPA+; γIFN+; cultivo +; con sintomatología 

aguda de la enfermedad (emaciación, diarrea crónica). 

Una vez seleccionados los animales representativos, cada grupo estuvo constituído por 10 

animales, con excepción del grupo 5, que contó con tres animales, se formaron pooles con los 

sueros, y a partir de estos, se realizó una dilución 1/100 en TBS-leche. De esta manera se buscó 
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enriquecer la mezcla en aquellos anticuerpos que reconozcan un determinando epítope en la 

mayoría de los animales, los de menor frecuencia de reconocimiento, se perderán en la dilución. 

Este suero representativo de cada grupo de animales, fue evaluado por W. blot frente al panel de 

antígenos. Se sembró la misma cantidad de cada antígeno recombinante en los distintos geles, se 

separaron electroforéticamente por SDS-PAGE, se electrotrasfirieron a una membrana de 

nitrocelulosa y se constató la presencia de proteínas por tinción con rojo Ponceau, previo a la 

realización del Western blot. Se procesaron las membranas en paralelo, para así someterlas a las 

mismas condiciones. Se reveló la reacción de la fosfatasa alcalina por un un tiempo de 3 min en 

todas las membranas.   

 

 

                

 
Figura 86. Análisis de antígenos inmunodominantes por análisis de pooles de sueros de animales con 
distinto resultado a las pruebas diagnósticas de cultivo, ELISA PPA y γIFN PPDa. Calle 1, LppE; calle 
2, LppJ; calle 3, MPB83; calle 4;  MBP; calle 5, Ag85A; calle 6, AceAa; calle 7, PknB; calle 8, GrpE; calle 
9, LprG; calle 10, ModD; calle 11, Hsp70; calle 12, BfrA; calle 13, Lpp34. MPM: marcador de peso 
molecular (Fermentas), se indican los tamaños en kDa.  
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Se pudo observar que los únicos antígenos que fueron reconocidos por los sueros de los animales 

pertenecientes a cada clasificación fueron Lpp34, Hsp70 y ModD (Figura 86). Hubo señal positiva 

en las membranas en la calle correspondiente al antígeno 85A en todos los grupos, sin embargo, 

esta señal también se observó en la calle donde se sembró la proteína MBP como control, ya que el 

antígeno 85A está fusionado a esta proteína, por lo que la señal puede deberse al fuerte 

reconocimiento de los animales hacia proteínas de E. coli como lo es MBP.  El reconocimiento del 

antígeno Lpp34 se dió con mayor intensidad en los animales del grupo 2), respecto de los grupos 3) 

y 4), que representarían animales en estadíos más avanzados de la enfermedad. Los animales del 

grupo 2), también fueron los únicos que reconocieron al antígeno Hsp70. El antígeno ModD fue 
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reconocido en animales eliminadores que se corresponden a los animales con serología y respuesta 

celular positiva, grupo 3) y, más intensamente en el grupo 4), donde están agrupados los animales 

con sintomatología clínica notoria. Estos resultados indicarían que podría existir una cinética de la 

respuesta humoral diferencial durante el transcurso de la enfermedad frente a cada antígeno.  

 
ELISA anti-ModD recombinante 

Los resultados previos del análisis de la respuesta humoral por inmunobloting, demostraron que 

ModD es un antígeno fuertemente reconocido al que los animales responden en los estadíos 

asociados con estadíos más avanzados. Con el objetivo evaluar el reconocimiento de esta proteína 

de una manera sensible y rápida en animales infectados, se evaluaron las condiciones para detectar 

los anticuerpos anti-ModD mediante el ensayo serológico de ELISA. Se utilizó una fracción de 0,7 

mg/mL de la proteína recombinante expresada en E. coli BL21 y purificada por cromatografía de 

afinidad de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos. Se realizaron diluciones seriadas del 

antígeno en base 2 en buffer carbonato/bicarbonato y se sensibilizaron las placas con 100 µL de 

cada dilución. También se evaluaron distintas diluciones del anticuerpo conjugado a peroxidasa. 

Fueron analizados 4 animales provenientes de un rodeo con paratuberculosis, dos de los cuales 

(1855 y 885 resultaron ELISA-PPA positivos y además presentaron una buen reconocimiento de la 

proteína por Western blot, mientras que los animales 4930 y 4955 son ELISA-PPA positivo y 

negativo, respectivamente. Adicionalmente, se emplearon dos sueros de animales ELISA-PPA 

negativos, provenientes de un rodeo libre de la enfermedad. Se consideraron como óptimas las 

diluciones 1/1600 del antígeno y 1/1200 del conjugado ya que permitieron diferenciar los sueros 

positivos que presentaron respuesta de los negativos con una menor DO450nm para estos últimos, 

como se muestra en la (Figura 87). 
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a punto del ELISA:ModD recombinante. Fueron seleccionados 6 sueros para los ensayos 
males de rodeos libres de paratuberculosis (554 y 500) y 4 animales de un rodeo positivo a la 

4930, 2855 y 855). Se evaluaron los sueros en una dilución 1/200 frente a distintas 
ntígeno (1/200, 1/400, 1/800 y 1/1600) y dos concentraciones del conjugado. Fue seleccionada 
a en B, que emplea una dilución del conjugado 1/1200 con la dilución máxima de antígeno 

 muestra la densidad óptica del ensayo evaluada a 405 nm (DO405nm). 
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4.5.1. Evaluación  por ELISA del reconocimiento de ModD por bovinos paratuberculosos 

Se clasificaron los sueros de acuerdo a su resultado por la prueba de ELISA que emplea el antígeno 

protoplasmático PPA. Se emplearon los sueros provenientes de los “rodeos problema” y se 

incluyeron adicionalmente animales provenientes de rodeos libres de la enfermedad de un país con 

baja incidencia (Bélgica), que fueron evaluados serológicamente por dos ELISAs distintos, uno 

comercial y otro basado en el antígeno LAM. Las muestras se evaluaron por duplicado. Los 

resultados se muestran en la (Figura 88). Se puede observar que los valores de DO405nm mayores 

a 0,3, se encuentran asociados a los animales ELISA-PPA positivos de los rodeos problema. Si bien 

los animales de estos rodeos ELISA-PPA negativos presentaron valores menores, existen dos 

animales con valores de DO405nm cercano a 0,3 y de 0,45. Como a estos animales, por pertenecer 

a un rodeo infectado, están expuestos a la bacteria,  no se puede descartar una posible infección de 

los mismos, y que estos no sean detectados por el ELISA-PPA. En contraste, los animales no 

expuestos provenientes de los rodeos libres (ELISAs LAM y Pourquier negativos) mostraron las 

densidades ópticas más bajas.  
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 Figura 88. ELISA:ModD recombinante. Se evaluó el reconocimiento del antígeno por animales 
provenientes de rodeos infectados por la bacteria (rodeos PTB positivo) y de rodeos libres. Se muestra en el 
primer grupo el resultado comparativamente a los ELISA de referencia empleando como antígeno PPA. El 
rodeo libre fue analizado por dos ELISAs, uno basado en el antígeno LAM. Se muestran las densidades 
ópticas promedio de los duplicados a los cuales se les sustrajo el valor de absorbancia del blanco. 
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Se estimó un punto de corte para el ELISA recombinante por el método gaussiano, determinado 

como el promedio de DO405 de la prueba (0,071) en animales de rodeos libres de la enfermedad 

(n=30), sumados dos desvíos estándar (0,054). Este valor resultó 0,178. Los valores iguales o 

superiores a una DO405 de 0,178, fueron considerados positivos para esta prueba. En base a este 

punto de corte, se calculó el índice de concordancia κ entre las dos pruebas, en un total de 44 

animales analizados, siendo este menor a 0,5. Este resultado está influenciado por el hecho de que 

no todos los animales presentan respuesta humoral contra el antígeno ModD, de 37 animales 

ELISA-PPA positivos, sólo el 37 % resultó positivo al ELISA recombinante.  

 

4.5.2. Evaluación por ELISA del reconocimiento de ModD por bovinos tuberculosos 
 
Se evaluaron comparativamente, el comportamiento de la prueba de ELISA-ModD recombinante 

con el ELISA que emplea el antígeno protoplasmático PPA (Allied), en rodeos infectados con 

Mycobacterium bovis. La primer tropa de animales, RC1 a RC11, son animales con diagnóstico de 

tuberculosis, confirmado por el aislamiento de la bacteria a partir de las lesiones encontradas luego 

del análisis patológico, como por las pruebas de tuberculinización con PPDb, y ensayo de la 

liberación de γIFN por estimulación con los antígenos de referencia (PPDb y PPDa; Biocor, CSL). 

En la segunda tropa, los animales presentaron reacción positiva a la prueba de tuberculina. Los 

resultados se muestran en la figura. Todos los animales provenían de Río Cuarto (Córdoba). Dada 

la historia clínica del rodeo y la respuesta frente a la estimulación de la sangre entera con el 

antígeno PPDa, este rodeo se consideró libre de paratuberculosis bovina. 
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Figura 88. Evaluación serológica comparativa por ELISA-PPA y ELISA-ModD en una tropa de animales 
con tuberculosis bovina. Se muestran los promedios de DO405 obtenidos con la prueba de ELISA que emplea la 
mezcla antigénica PPA (Allied) y el ELISA con la proteína recombinante ModD. La prueba de ELISA-PPA emplea 
los sueros bovinos diluídos 1/400, preabsorbidos con M. phlei toda la noche. Este ensayo utiliza tiempos de 
incubación de 1 h, a una temperatura de 4 °C. Para la prueba de ELISA-ModD, se utilizó una dilución  de los 
sueros, 1/200 sin preabsorber. Se indican los puntos de corte estimados para cada prueba, en color azul, para el 
ELISA-PPA (0,15); en color rojo, para el ELISA-ModD recombinante (0,178). En la parte inferior del gráfico, se 
indica el resultado de las pruebas para cada animal.
 

 
Se pudo observar que el ELISA con el antígeno de referencia PPA, detectó 7/22 animales, m

que el ELISA que emplea el antígeno ModD, 1/22 (Figura 88). La presencia de an

conservados en las dos bacterias, representados en la mezcla antigénica, contribuirí

detección de estos animales. 
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4.5.3. Detección de IgG anti-ModD en leche.  

Los bovinos transfieren una gran cantidad de inmunoglobulinas IgG desde la circulación 

sanguínea, atravesando la barrera mamaria, hacia el calostro. Como la obtención de leche  en un 

tambo es una práctica de rutina y requiere de menor complejidad, sería beneficioso contar con una 

prueba que pueda evaluar directa o indirectamente la presencia de la micobacteria en el rodeo, 

reemplazando la toma de muestra de sangre o materia fecal por una muestra de leche. Con ese 

objetivo, se evaluó por la prueba de ELISA-ModD recombinante, la detección de IgG totales 

específicas en un grupo de animales, en los que se disponía de muestras de suero y leche (n=11). Se 

evaluó primeramente en estos animales la correlación entre la presencia de anticuerpos anti-ModD 

en sangre y leche. Se utilizaron los sueros diluídos 1/100 y las muestras de leche, previamente 

centrifugadas para separar los lípidos, diluída 1/2. La Figura 89, la respuesta de los animales fue 

semejante con los dos tipos de muestra. Dada la respuesta obtenida con algunos de los animales de 

los rodeos positivos, que presentaron valores de DO405nm cercanos a 1, (Figura 882 y Figura 893), 

se evaluó la detección de IgG anti-ModD en la leche del tanque de ordeñe. Se evaluaron distintos 

establecimientos: dos establecimientos libres de tuberculosis y de paratuberculosis, dos 

establecimientos con paratuberculosis (con diagnóstico serológico y cultivo de la bacteria) y dos 

establecimientos con tuberculosis bovina, uno confirmado por tuberculinización de los animales y 

los dos por amplificación por PCR de la secuencia IS6110 en leche de tanque (Tesis doctoral, 

Martín Zumárraga).  

Del análisis de la leche de tanque de los establecimientos, se pudo concluir que las 

condiciones empleadas no permitieron obtener valores de DO405 diferenciales entre los 

establecimientos infectados con M. avium subsp. paratuberculosis. Se utilizó la muestra sin diluir, 

con idénticos resultados. Probablemente la técnica tenga validez solamente en aquellos 

establecimientos con una alta frecuencia de animales que respondan al antígeno, de lo contrario, los 

anticuerpos IgG anti-Mod se diluyen y la sensibilidad de la técnica no sería suficiente para 

detectarlos.  
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a 89. Detección de IgG en leche. Se evaluó por ELISA la presencia de inmunoglobulinas IgG anti 

 en suero de leche y de sangre de bovinos (n=9), y en suero de leche de tanque de distintos 

lecimientos. En el eje de la  abscisa  se indican los números de los animales y la categoría de los 

lecimientos: C, control; PTB, establecimiento con paratuberculosis; TB, establecimiento con tuberculosis 

a. En la parte inferior del gráfico se muestran los ensayos diagnósticos complementarios de cada animal.  

 antígeno protoplasmático (Allied); MF: materia fecal; s: “sospechoso”, título de ELISA por debajo, pero 

no al punto de corte de la prueba. 
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5. DISCUSION 

A poco más de un siglo de la primera descripción de la paratuberculosis bovina por Johne y 

Frothingham en 1895, se implementan en la actualidad un conjunto de metodologías tanto 

diagnósticas como de manejo en la producción animal con el objetivo de controlar la enfermedad. 

Sin embargo, esto se logra parcialmente ya que la erradicación de la misma es difícil una vez que 

se instala en los rodeos (Sharp et al., 1997). 

La identificación y caracterización de antígenos son esenciales para el entendimiento de los 

mecanismos patogénicos de las micobacterias y de la respuesta inmune contra ellas, permitiendo el 

desarrollo o mejoramiento de vacunas y de herramientas diagnósticas. 

El tiempo de duplicación extremadamente lento y la patogenicidad de las micobacterias de interés 

para la Salud Pública y animal ha retrasado por años la identificación de antígenos y factores de 

virulencia. Las especies micobacterianas M. tuberculosis, M. bovis y M. leprae fueron las bacterias 

pioneras en el estudio de la identificación de antígenos.  

 

El sistema λ-Zap como herramienta para la identificación de antígenos de MPTB. 

Los avances en las técnicas de biología molecular y en las técnicas inmunológicas contribuyeron de 

manera importante al conocimiento de distintos antígenos y de la respuesta inmune humoral y 

celular por ellos inducida. Dentro de estos avances, el clonado y expresión de ADN micobacteriano 

usando el sistema λgt11, representó un logro significativo en el área (Young et al., 1985a). Desde 

entonces, se ha implementado exitosamente el análisis inmunológico de genotecas de expresión 

para la detección de antígenos micobacterianos (Bigi et al., 1997; El-Zaatari et al., 1997; Triccas et 

al., 1998; Nagata et al., 2005).  

En el presente trabajo, construímos una genoteca de expresión de M. avium subsp. paratuberculosis 

por digestión parcial del genoma micobacteriano con la enzima Eae I y clonado de los fragmentos 

genómicos obtenidos en el vector de expresión λ-Zap II. El tamaño promedio de inserto de los 

clones analizado fue de 1,08 kb. En una primera etapa, se realizó el análisis de la genoteca con 

sueros bovinos. Estos sueros provenían de animales, muchos de los cuales, con paratuberculosis 

subclínica, con serología positiva por la prueba de ELISA que emplea el antígeno protoplasmático 

PPA de M. avium subsp. avium (ELISA-PPA) y con diagnóstico confirmatorio por cultivo de la 

bacteria. Con este sistema de evaluación, se detectó sólo un clon reactivo, que codificó para la 

subunidad de la bacterioferritina A.  

Podemos atribuir esta baja eficiencia en la selección de clones a distintos factores. El principal, está 

dado por la dificultad de obtener sueros con títulos altos de anticuerpos contra la bacteria, capaces 

de reconocer proteínas en un inmunoblot. Esto se puso en evidencia al analizar por Western blot los 

sueros con resultado positivo a la prueba de ELISA-PPA, donde se observó que muchos de ellos, 

reconocían un bajo número de proteínas o el reconocimiento era nulo. Esta observación se sustenta 

con el hecho que la prueba de Western blot tiene una sensibilidad menor que la prueba de ELISA. 
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Además, en la prueba de ELISA de rutina se emplean mezclas antigénicas y no antígenos 

individuales. Estas mezclas contienen, además de proteínas de la bacteria, distintos componentes 

no proteicos, constituyentes importantes de la pared micobacteriana, como el LAM, y que son 

moléculas altamente antigénicas. Por otro lado, dada la dificultad para la eliminación de los 

anticuerpos que reaccionan en forma cruzada con proteínas de E. coli, no fue posible trabajar con 

diluciones menores de los sueros sin incrementar el background de los mismos. Por otro lado, la 

absorción exhaustiva de anticuerpos inespecíficos podría eliminar a los anticuerpos dirigidos contra 

proteínas de la micobacteria con epítopes relacionados, disminuyendo la sensibilidad del ensayo.  

           Durante muchas rondas de inmunoanálisis, se detectaron placas reactivas luego del revelado 

de las membranas, sin embargo, el repique de UFPs para su amplificación y re-selección, no 

permitió recuperar las UFP reactivas. Estos clones, que denominamos “fantasmas”, pudieron ser 

consecuencia de una incorrecta identificación de la placa de lisis inicial. Debido a la escasa 

detección de UFP reactivas con los sueros bovinos, se decidió emplear una estrategia alternativa 

para la evaluación de la genoteca de M. avium subsp. paratuberculosis. Además de la utilización 

del suero del hospedador infectado (Bigi et al., 1997), distintas estrategias han demostrado ser de 

utilidad en el análisis de genotecas de expresión, como los anticuerpos monoclonales (Young et al., 

1985) o el empleo de sueros hiperinmunes de animales de laboratorio (Young et al., 1985; Thole et 

al., 1985). Pese a que no se ha encontrado aún un modelo adecuado de infección de 

paratuberculosis, contrariamente a lo que ocurre con otras micobacterias, la estrategia de 

inoculación de animales de experimentación para la obtención de sueros capaces de seleccionar 

clones inmunoreactivos, ha sido implementada con éxito en trabajos previos (El-Zaatari et al., 

1997). En este trabajo, la utilización de sueros murinos hiperinmunes mostró una mayor eficiencia 

en cuanto al número de clones reactivos detectados. La identificación de antígenos de MPTB 

descriptos con anterioridad, como Hsp 70, demostró que esta estrategia constituye un buen método 

de selección de clones. Sin embargo, hay que considerar que los ratones pueden desarrollar un 

repertorio de anticuerpos diferente al de los rumiantes con una infección micobacteriana activa. La 

estrategia de utilizar sueros de animales naturalmente infectados tiene la ventaja que es posible 

detectar moléculas inmunogénicas expresadas in vivo que pueden estar ausentes o ser expresadas 

en bajos niveles cuando la bacteria es cultivada in vitro. Una estrategia alternativa interesante es el 

sondeo de las genotecas con el suero del hospedador natural infectado experimentalmente. Sin 

embargo, como consecuencia del largo período que va desde la infección hasta la aparición de 

sintomatología y seroconverción del animal, estos trabajos pueden llevar un largo tiempo, además 

de requerir de condiciones de bioseguridad. Alternativamente, se podría considerar la inmunización 

de bovinos con las proteínas de la bacteria para la obtención del suero hiperinmune, que si bien en 

este caso no se reproduce el evento de infección natural, es una aproximación interesante a 

considerar, la cual no ha sido evaluada hasta el momento.  
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La utilización del vector λ-Zap permite la expresión de proteínas fusionadas a β-galactosidasa 

(polipéptido de 23 kDa). En este trabajo, detectamos clones que expresaron un tamaño de proteína 

de fusión menor al esperado según el tamaño del gen identificado por BLAST. La obtención de la 

secuencia completa del fragmento clonado y su posterior análisis, demostró que en la mayoría de 

los casos, el gen que se encontraba río abajo de β-gal estaba truncado. Este es el caso de los genes 

que codifican para las proteína Hsp70, Bfr y Lpp34, que perdieron parte de una región terminal de 

la proteína. 

Otro hecho llamativo fue la selección de clones (pBL-1, pBL-22) que en un mismo fragmento de 

ADN contenían genes que en el genoma de M. tuberculosis H37Rv se localizan distantes. Dado el 

desconocimiento de la secuencia del genoma de M. avium subsp. paratuberculosis al momento de 

realizado el trabajo, no podía descartarse un ordenamiento de genes distinto en esta bacteria 

respecto a M. tuberculosis. La finalización de la secuencia del genoma de MPTB demostró se 

trataba de clones “quimera” que surgieron como consecuencia de la ligación de los distintos 

fragmentos durante la construcción de la genoteca. Se obtuvieron clones que compartían el mismo 

tamaño de inserto y el mismo tamaño de proteína de fusión. Posteriormente, se confirmó mediante 

la secuenciación de los insertos, que estos clones eran redundantes. La redundancia de los clones 

puede ser favorecida por la amplificación de la genoteca previo a su análisis. Sin embargo, en 

trabajos donde no se realizó el paso de amplificación, también se identificaron clones redundantes. 

Este fue el caso del antígeno de 65 kDa, que fue identificado en 6/30 clones recombinantes de una 

genoteca de MPTB sin amplificar, construída en el vector pcDNAII (El-Zaatari et al., 1994). 

Young et al., (1987), encontraron que 22/29 clones pertenecientes a una genoteca de M. 

tuberculosis, expresaron tres antígenos (65kDa, Hsp70 y el antígeno de 14 kDa). En otro estudio 

donde se utilizó anticuerpos monoclonales para el inmunoanálisis, los mismos tres antígenos 

representaron 139/162 clones analizados (Young et al., 1987). Esta alta frecuencia de clones 

redundantes, es justificada por los autores por la expresión de proteínas sin fusionar. Si las 

secuencias promotoras del gen heterólogo son reconocidas en E. coli, la expresión del ADN 

recombinante sería independiente de la orientación y marco de lectura del inserto. En nuestro caso, 

el análisis de la secuencia de los clones inmunoreactivos redundantes indicó que la multiplicidad de 

clones no era atribuída este evento. Una posibilidad, es que los sueros estén altamente enriquecidos 

en los anticuerpos que reconocen las proteínas expresadas por los clones. En este trabajo, los clones 

redundantes codificaban para Hsp70 y Lpp34. Como se trabajó con pooles de sueros, se puede 

suponer que estas proteínas son inmunodominantes en el ratón. 
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Identidad de los antígenos seleccionados a partir del análisis de la genoteca λ Zap:: M. avium 

subsp. paratuberculosis. 

Las micobacterias patógenas presentan una diversidad compleja de antígenos de variada 

composición química y función. Stanford y Grange clasificaron en 1978 (Thole et al., 1985) a los 

antígenos micobacterianos en 4 grupos de acuerdo a su especificidad: (i) antígenos comunes a todas 

las micobacterias y usualmente también presentes en Listeria sp., Corynebacterium sp. y Nocardia 

sp.; (ii) antígenos comunes o compartidos entre las micobacterias de crecimiento lento; (iii) 

antígenos comunes o compartidos entre las micobacterias de crecimiento rápido y (iv) antígenos 

especie-específicos, ausentes en otras especies. Se ha focalizado la atención en la búsqueda de 

antígenos secretados y aquellos localizados en la superficie celular, dado que estas proteínas son las 

que primero interactúan con el sistema inmunológico del hospedador, constituyen los antígenos 

más relevantes para la inducción de una respuesta inmune protectiva (Grandi, 2005). 

A partir del inmunoanálisis de la genoteca, pudimos identificar inicialmente distintas proteínas con 

potencialidad antigénica, entre ellas, dos proteínas de membrana, una conservada en micobacterias 

(PknB), y la otra especie-específica (Lpp34). Dos chaperonas citosólicas (Hsp70 y GrpE), 

conservadas en micobacterias, y una subunidad de una proteína relacionada al transporte de hierro 

en bacterias (BfrA), de localización citoplásmica.  

Las distintas líneas de investigación se han volcado recientemente a la búsqueda de antígenos 

especie-específicos que permitan realizar un diagnóstico sensible y específico. Por este motivo, la 

detección del clon pBL24, que codifica para una proteína que denominamos Lpp34, resultó en un 

principio promisoria, ya que presentaba homología únicamente con una región de la secuencia 

parcial del genoma de M. avium subsp. avium 104. La detección del gen por PCR e hibridación con 

sondas, confirmó la presencia del mismo sólo en las micobacterias del complejo M. avium. Por 

análisis comparativo de la secuencia nucleotídica de la región promotora con los promotores 

micobacterianos descriptos en la bibliografía, se identificaron dos posibles promotores y un sitio 

potencial de unión al ribosoma (RBS; GGAAGGGAG). Dada la localización del mismo, 

descartamos el codón GTG propuesto con la anotación del genoma de la bacteria y proponemos un 

ATG que se localiza 10 codones río arriba. La secuencia de aminoácidos deducida a partir del gen 

indicó que la proteína tiene una masa molecular estimada de 20,8 kDa. Sin embargo, existe una 

discrepancia entre el tamaño esperado y el obtenido experimentalmente, tanto en la forma 

recombinante de la proteína como en la proteína nativa expresada en la bacteria, detectada por 

Western blot (PM=34 kDa). La secuenciación del gen y la deducción de la secuencia primaria 

indicó que la proteína tiene un contenido de prolinas importante (11,3 %). Otros autores postularon 

que un alto contenido de prolina modifica el comportamiento electroforético, retardando la 

migración de la proteína por SDS-PAGE (Romain et al., 1993; Thole et al., 1990). Por lo tanto, el 

peso molecular de la proteína que se obtuvo cuando se la evaluó por Western blot puede ser 

consecuencia del alto contenido de prolinas. Los análisis por inmunoblot empleando el suero 
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hiperinmune anti-Lpp34, mostraron el reconocimiento de proteínas en M. phlei y E. coli. Dada la 

ausencia del gen en estas especies, podemos atribuir este reconocimiento a la reactividad de este 

suero anti-Lpp34 hacia otras proteínas. Esto podría deberse a la presencia de epítopes comunes en 

las especies M. phlei y E. coli y explicaría el amplio reconocimiento que mostraron los animales 

frente a esta proteína. Podemos especular que la presencia de estas bacterias en el ambiente (Eaton 

et al., 1995; Falkinham, 2002), o en la flora intestinal de los animales o como agentes causales de 

enteritis durante el transcurso de su vida, contribuye al amplio reconocimiento de la proteína por 

los animales. Esta posibilidad fue corroborada con la absorción de los sueros, tanto con un extracto 

de proteínas de E. coli como con M. phlei, que puso en evidencia un reconocimiento diferencial 

entre un grupo de animales infectados y sanos por la técnica de ELISA. Esto indicaría que la 

proteína posee epítopes B específicos e inespecíficos. La localización de estos epítopes mediante 

estudios de péptidos sintéticos serían de utilidad diagnóstica. Por el ensayo de particionamiento de 

fases, demostramos que Lpp34 es una proteína asociada a la membrana. El análisis de la secuencia 

primaria mostró que la misma tiene el consenso de acilación (PS0013) descripto en PROSITE. La 

lipidación amino terminal es una modificación postraduccional que permite a la proteína anclarse a 

la envoltura celular (von Heijne et al., 1989). El consenso presente en Lpp34 es similar al 

encontrado en el antígeno de 38 kDa de M. tuberculosis, pero que difiere en la posición -3 al 

aminoácido cisteína, que es el residuo acilado, donde hay una sustitución del aminoácido alanina 

por valina. El análisis in silico de las lipoproteínas caracterizadas bioquímicamente en un grupo de 

bacterias gram positivas, permitió la optimización del consenso del lipo-box (Sutcliffe y 

Harrington, 2002). La identificación de este consenso, permite la predicción de lipoproteínas por 

bioinformática con mayor certeza. El consenso de lipidación presente en Lpp34 es representativo 

de este patrón alternativo. Sin embargo, es necesaria la demostración experimental de la lipidación, 

a partir del marcado metabólico o la inhibición de la señal peptidasa II. Cumplimentar con análisis 

estructurales y funcionales en torno a esta proteína, contribuirá a dilucidar el rol de la misma. 

Se sabe que la enfermedad de Johne se presenta con rasgos clínicos, patológicos y epidemiológicos 

diferenciales en bovinos y ovinos. Se ha reportado previamente en otras micobacterias como M. 

bovis y M. tuberculosis, la existencia de deleciones que involucran numerosos genes o genes 

puntuales, permitiendo la diferenciación entre especies y entre distintas cepas (Marmiesse et al., 

2004). Los estudios epidemiológicos en MPTB basados en RFLP-IS900, demostraron que los casos 

de paratuberculosis en bovinos y ovejas, son causados por distintos grupos identificados como 

cepas C (aislamientos bovinos) y S (aislamientos ovinos) (Collins et al., 1990b). La escasa, 

caracterización de las diferencias a nivel genético entre las cepas ovinas y bovinas de MPTB, 

justificaron la evaluación de la presencia de este gen hipotético en distintos aislamientos. Se evaluó 

la presencia del gen por hibridación con sonda en distintos aislamientos de M. avium subsp. 

paratuberculosis incluyéndose aislamientos de origen bovino y de un mouflon (Ovis musimon) 

encontrándose el gen presente en todos los casos estudiados. Recientemente, estudios genómicos 
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comparativos entre las cepas S y C por análisis de restricción y microarreglos de ADN, mostraron 

la presencia de 3 deleciones en las cepas S. La denominada Deleción 1 que comprende las bases 

1625179-1633227, incluye los genes MAP1484c a MAP1491 (Marsh et al., 2005). Esta región es 

vecina al gen MAP1473, que codifica a Lpp34 y podemos decir que se encuentra próxima al inicio 

de la deleción.  

Otro de los antígenos identificados en esta genoteca fue la bacterioferritina A. Como se 

mencionó anteriormente, fue el único antígeno que se identificó a partir del análisis con sueros de 

bovinos paratuberculosos. Las bacterioferritinas tienen un rol fundamental en la disponibilidad de 

hierro en la bacteria. Mientras que la micobactina forma parte del almacenamiento a corto plazo de 

hierro en la envoltura celular de las micobacterias, las bacterioferritinas, se encuentran en el 

citoplasma y participan del almacenamiento intracelular (Cole et al., 2005). Las bacterioferritinas 

se encuentran descriptas en muchas bacterias, incluídas las micobacterias como M. tuberculosis, M. 

leprae, M. avium subsp. silvaticum (Inglis et al., 1994; Pessolani et al., 1994). Difieren de las 

ferritinas animales en que tienen entre 8 y 12 grupos hemo unidos entre dos polipéptidos, 

constituyendo complejos de 24 subunidades. Cada subunidad tiene alredor de 18 kDa. Dentro del 

espacio esférico que genera esta estructura, se encuentran unidos hasta 4.000 átomos de hierro 

como óxido férrico cristalino. La primera descripción de una bacterioferritina micobacteriana fue 

realizada por Brooks et al., en 1991 y derivó de la caracterización de un antígeno 

inmunodominante de M. avium subsp. paratuberculosis, denominado Antígeno D, pero en ese 

trabajo no se describe aún la secuencia del gen. La primera descripción de los genes de 

bacterioferritina fue realizada en 1994 por Pessolani et al., que secuenció el gen de M. leprae, y en 

el mismo año, Inglis et al., dió a conocer la secuencia del gen de M. avium subsp. silvaticum. El 

trabajo que describe la bacterioferritina en M. leprae, también describe la presencia de homólogos 

del gen en otras micobacterias como M. avium subsp. paratuberculosis, M. avium subsp. avium, M. 

tuberculosis, M. intracellulare y M. scrofulaceum. En 1998, con la publicación de la secuencia de 

M. tuberculosis, se conoció la presencia de dos bacterioferritinas: BfrA, de 18 kDa y codificada en 

el gen Rv1876, y BfrB, de 20 kDa y codificada en el gen Rv3841. En nuestro trabajo, describimos 

la detección de un clon cuya secuencia se correspondió con la del gen que codifica para la 

subunidad A de la bacterioferritina, que corresponde al antígeno D descripto anteriormente. La 

secuencia fue clonada, expresada exitosamente en pRSET y purificada por columna de afinidad. El 

desarrollo de antisueros específicos dirigidos contra BfrA permitió la detección de las proteínas 

homólogas en otras micobacterias, demostrando la existencia de epítopes compartidos entre ellas. 

A partir de los análisis de identidad con la totalidad de la secuencia primaria de BfrA de MPTB con 

los homólogos micobacteriamos de secuencia conocida, pudimos observar una alta conservación de 

los aminoácidos a lo largo de toda la secuencia, compartiendo una identidad del 88 % con los 

homólogos del complejo M. tuberculosis y del 87 % con las micobacterias saprófitas. Sin embargo, 

el análisis de la respuesta inmune contra este antígeno por la técnica de inmunobloting, mostró que 
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el antígeno fue reconocido por los animales infectados con PTB, mientras que no fue reconocido 

por los animales infectados con M. bovis como tampoco por los animales sanos. Los anticuerpos 

anti-BfrA (MPTB), fueron capaces de reconocer a la proteína homóloga en el complejo M. 

tuberculosis, en consecuencia, la ausencia de reconocimiento hacia BfrA por parte de los animales 

infectados con M. bovis, podría explicarse por una respuesta inmunológica diferencial de acuerdo a 

la patología micobacteriana evaluada. La respuesta celular contra este antígeno resultó poco 

específica, dada la estimulación que presentaron una parte de los animales sanos frente a este 

antígeno. La presencia de epítopes T compartidos en bacterias de distintos géneros junto a la alta 

homología con los miembros del genero Mycobacterium, podrían contribuir a este reconocimiento 

inespecífico.  

          Otra proteína identificada en este trabajo y seleccionada para su evaluación, fue la Hsp70. 

Las Hsps (heat-shock proteins) son una familia de proteínas evolutivamente conservadas, 

expresadas tanto en organismos eucariotas como en procariotas. Pese a que, originalmente se las 

identificó por su expresión aumentada durante el estrés térmico, otros tipos de condiciones como 

hipoxia, deprivación de nutrientes, radicales libres del oxígeno, infección viral y fagocitosis, 

también pueden inducir su expresión. La expresión de estas proteínas es inducida durante el estrés 

celular que ocurre, tanto en el hospedador como en el patógeno, en respuesta a la infección e 

inflamación (Koets et al., 2006). La alteración en el ambiente celular del patógeno durante la 

infección, resulta en un incremento de la expresión de las Hsps. En condiciones normales estas 

proteínas pueden constituir el 5 % de la masa de proteínas intracelulares totales, sin embargo, bajo 

condiciones de estrés, pueden alcanzar hasta el 15 % del contenido celular de proteínas (Qamra et 

al., 2005). Las Hsps derivadas del patógeno, constituyen un grupo importante de antígenos 

inmunodominantes que inducen una fuerte respuesta inmune, tanto humoral como celular en el 

hospedador. Las proteínas de estrés térmico han sido previamente descriptas como antigénicas para 

otras infecciones micobacterianas como tuberculosis y lepra, tal es el caso Hsp70 y Hsp65 (Young, 

et al. 1988,  Davenport et al., 1992). Estas proteínas, funcionan como chaperoninas intracelulares 

durante la modificación postraduccional de las proteínas. Stewart et al., (2001) sostienen que al 

mismo tiempo, estas moléculas podrían constituir una señal de alerta de la presencia del patógeno 

para el hospedador. Por otro lado, en el organismo eucariota, las Hsp ejercen un rol protectivo a 

través de su rol en el plegamiento de proteínas celulares, interceptando el desplegamiento 

incontrolado de proteínas en las células bajo condiciones de estrés (Qamra et al., 2005). De esta 

manera las Hsps, juegan un rol dual en la infección. En suma a su abundancia en el hospedador 

infectado, la alta homología de secuencia que comparten entre diferentes especies también 

contribuye a su fuerte reactividad cruzada. Este alto grado de conservación, resulta en la presencia 

de epítopes comunes en las distintas Hsps. Debido a una amplia distribución en la naturaleza y su 

alta homología entre diferentes especies, representan componentes inmunogénicos importantes de 

diferentes patógenos. El sistema inmune, una vez que reconoce una Hsp de un patógeno en 
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particular, como consecuencia de la generación de una memoria inmunológica, también 

reaccionará frente a Hsps de otro organismo o del hospedador. El sistema inmune de esta manera, 

está capacitado para reaccionar rápidamente a una infección posterior, como para también generar 

una respuesta de hipersensibilidad contra proteínas propias (Qamra et al., 2005). Distintos clones 

identificados en la evaluación de la genoteca con los sueros murinos, codificaron para la proteína 

de estrés térmico de 70 kDa (DnaK). La secuencia del gen no estaba completa en el clon 

caracterizado, de esta manera, la proteína expresada carecía del extremo amino terminal. Esta 

observación está de acuerdo a los estudios de Davenport et al., (1992) en el homólogo de M. lepra, 

dado que demostraron que la respuesta humoral de la proteína se restringía al extremo carboxilo 

terminal de la proteína. El antígeno Hsp70 ha sido descripto como un poderoso inductor de la 

respuesta Th1. También se ha demostrado que la expresión de proteínas fusionadas al extremo 

amino terminal de Hsp70 de M. tuberculosis tiene un efecto estimulante polarizado hacia la 

producción de citoquinas Th1. Recientemente, se ha descripto que el péptido carboxilo terminal de 

Hsp70 tiene un efecto adyuvante que potencia la respuesta inmune específica dirigida a hacia los 

péptidos antigénicos fusionados a este (Ge et al. 2006). Otros trabajos reportaron que el homólogo 

Hsp 70 micobacteriano, une específicamente a receptores innatos en la superficie del macrófago y 

células dendríticas, lo que produce señales pro-inflamatorias, que en consecuencia aumentan la 

producción de γIFN por las células T y natural killers (Bulut et al., 2005; Langelaar et al., 2005). 

También ha sido descripto este antígeno como inductor de la respuesta humoral en las infecciones 

micobacterianas (Bonorino et al., 1998; Koets et al., 2001). Recientemente, se reportó la utilización 

de Hsp70 recombinante como vacuna a subunidad contra la paratuberculosis bovina, que resultó 

promisoria ya que disminuyó la eliminación de la bacteria en los animales vacunados (Koets et al., 

2006). En nuestro análisis de la respuesta humoral, observamos un reconocimiento débil de la 

proteína Hsp70 por los animales con PTB. Estos resultados son coincidentes con los obtenidos 

previamente por Koets et al. (2001), quienes observaron que en animales naturalmente infectados 

la respuesta humoral a Hsp70 es generalmente baja. Estos autores sostienen también que este 

antígeno no permite discriminar entre infectados y no infectados. En nuestro estudio, también 

tuvimos animales no infectados que reconocieron a Hsp70 de MPTB. Dada la identidad promedio 

del 93 % a nivel de la secuencia primaria entre las proteínas homólogas micobacterianas, es de 

esperar la reacción frente a este antígeno por parte de los animales no infectados con MPTB, 

sensibilizados por el contacto con micobacterias ambientales o que probablemente cursen otra 

patología. El reconocimiento de las proteínas homólogas micobacterianas como de DnaK en E. coli 

empleando los sueros murinos hiperinmunes generados con Hsp70 de MPTB, sustentaría una baja 

especificidad de este antígeno. La ampliación de la cantidad de sueros evaluados, y la inclusión de 

sueros derivados de animales con distintas patologías de etiología bacteriana diversa, contribuirá a 

establecer la especificidad de la respuesta humoral dirigida hacia este antígeno. 
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A partir del análisis de pooles de sueros de los animales pertenecientes a los tambos infectados, 

clasificados según los ensayos de γIFN y ELISA-PPA, aislamiento y sintomatología clínica de los 

animales, Hsp70 fue reconocida solo en el grupo de animales con ELISA-PPA negativo y respuesta 

de γIFN. Es interesante remarcar que el dogma de la respuesta celular en los estadíos iniciales de la 

infección y el incremento de la respuesta humoral hacia finales de la infección, puede confirmarse 

para las mezclas antigénicas pero no para los antígenos individuales. Confirmando esto, Koets ha 

descripto una respuesta más temprana para Hsp70 que para otros antígenos. El trabajo de 

Konstantin et al., (1998) en animales infectados con M. bovis, demostró también una cinética 

diferencial de respuesta para los distintos antígenos evaluados. Probablemente, la respuesta dirigida 

a Hsp70 sea un evento temprano en el desarrollo de la respuesta Th2, y el empleo de las mezclas 

antigénicas para el diagnóstico humoral no sea efectivo para la detección de esta respuesta 

temprana. También a partir del estudio de la respuesta celular T, se observó un comportamiento 

inespecífico como consecuencia de una alta conservación evolutiva (Koets et al., 2001). En nuestro 

estudio de respuesta celular, pese a la relativa utilidad de Hsp 70 como antígeno planteada por otros 

autores, y pese a que algunos de los animales sanos presentaron respuesta de liberación de γIFN, 

Hsp70 fue capaz de discriminar los tambos infectados de los no infectados, consecuencia de los 

altos niveles de respuesta en los animales de los tambos con paratuberculosis.  

En este trabajo, se describió también el estudio de GrpE como antígeno potencial. Esta 

proteína es co-chaperona de Hsp70 y se ha descripto que los niveles de GrpE disminuyen durante la 

deprivación de nutrientes (Rosenkrands et al., 2000). Clonamos el gen grpE de MPTB y 

expresamos la proteína recombinante. El reconocimiento humoral de este antígeno por parte de los 

sueros de los animales naturalmente infectados fue muy bajo. Sin embargo, muchos de los animales 

paratuberculosos evaluados respondieron a la estimulación de la liberación de γIFN con este 

antígeno, demostrándose la presencia de epítopes T. Esta respuesta celular fue muy específica ya 

que ninguno de los animales de los tambos negativos respondió a la estimulación con GrpE. 

Contrariamente a Hsp70, la variabilidad entre las proteínas GprE homólogas es mayor, mostrando 

una baja conservación de la secuencia en los extremos amino y carboxilo terminales. La identidad 

con la proteína homóloga del complejo M. tuberculosis es del 74 % mientras que con las proteínas 

GrpE del resto de las micobacterias analizadas, la homología está entre el 59 % y el 68 %. Esta 

variabilidad puede involucrar a las regiones antigénicas de la proteína y disminuir las reacciones 

cruzadas con las bacterias ambientales. 
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Estudio de proteínas homólogas descriptas en el complejo M. tuberculosis 

a) Antígeno P27. 

Este antígeno fue inicialmente identificado nuestro laboratorio a partir del análisis de una genoteca 

de expresión de M. bovis y ha sido caracterizado como un inductor tanto de la respuesta humoral 

como celular (Bigi et al., 1997). Este antígeno está conservado en M. tuberculosis y se lo denomina 

LprG. El gen que codifica para esta lipoproteína en M. tuberculosis corresponde al Rv1411 en el 

banco de genes TubercuList (http://genolist.pasteur.fr/TubercuList). Dado que lprG codifica para 

una proteína de 27 kDa en las micobacterias del complejo tuberculosis, también se la llama LprG-

P27 o P27. Río abajo del gen lprG hay un gen, Rv 1410, que codifica para una proteína de 55 kDa 

denominada P55 (Silva et al., 2001). En nuestro laboratorio, se ha demostrado que estos genes 

están organizados  como un operón y que inducen una fuerte respuesta celular y humoral (Bigi et 

al., 2000). En un trabajo en colaboración con Hovav et al., (2003) se evaluó P27 en ratones, y se 

observó que su inoculación produce un aumento en la susceptibilidad a la infección con M. 

tuberculosis. Adicionalmente, la protección conferida por BCG y otros antígenos fue 

completamente abolida cuando se incorporó a la proteína recombinante en la preparación vacunal. 

No se conoce el mecanismo para este efecto paradójico del antígeno, por el cual induce una 

respuesta del tipo Th1 y a la vez facilita la multiplicación intracelular del patógeno, exacerbando el 

curso de la infección. Recientemente, Gehring et al., (2004) mostró que LprG es un ligando de 

TLR-2 (Toll-Like Receptor tipo 2) inhibiendo el procesamiento y presentación de antígenos por 

MHC II en macrófagos. Se han seleccionado muchos antígenos como candidatos a ser utilizados 

como vacunas, por su habilidad para inducir una respuesta Th1. P27 es un ejemplo de una proteína 

inductora de respuesta celular que no produce protección. Sin embargo, los ensayos con mutantes 

de M. tuberculosis defectivas en LprG-P27 realizados en nuestro laboratorio, mostraron una fuerte 

atenuación de la virulencia (Bigi et al., 2004), por lo cual, estas mutantes se presentan como una 

alternativa vacunal potencial. Por estos antecedentes, decidimos estudiar el homólogo de esta 

proteína en M. avium subsp. paratuberculosis. En este trabajo, clonamos la secuencia del gen 

(MAP1138c) que codifica para el homólogo de MPTB y expresamos la forma recombinante de la 

proteína. El análisis de alineamiento global de secuencias mostró una identidad del 66 % con LprG 

de M. bovis y M. tuberculosis. Se analizó el reconocimiento de la proteína recombinante de MPTB, 

mediante la utilización de un suero hiperinmune de conejo, dirigido contra LprG de M. bovis. Se 

observó que la proteína de MPTB era reconocida, demostrándose la presencia de epítopes B 

compartidos. Solo un animal infectado con MPTB, mostró una fuerte reactividad humoral contra 

este antígeno por inmunoblot. Al evaluar respuesta celular de los animales por estimulación de los 

linfocitos con LprG-MPTB recombinante no permitió diferenciar los tambos sanos de los 

infectados. Se pudo observar la respuesta de liberación de γIFN en gran parte de los animales de los 

rodeos afectados por la enfermedad. Sin embargo, muchos de los animales pertenecientes a los 

establecimientos libres de la enfermedad presentaron una respuesta fuerte, demostrando una alta 
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inespecificidad de este antígeno. Recientemente, Hovav et al., (2004) demostraron que LprG tiene 

actividad mitogénica, estos autores demostraron en ratones BALB/c, que la capacidad proliferativa 

estaba restringida a las células B (vírgenes). Es conocido que los mitógenos causan una respuesta 

amplia y no específica en el hospedador, por lo que de acuerdo a nuestros resultados de 

estimulación de la respuesta celular con este antígeno, podemos hipotetizar que LprG tenga una 

capacidad mitogénica en el bovino que involucre las células T u otros tipos celulares que pueden 

producir γIFN, como las células NK (natural killers). Estudios futuros de citometría de flujo 

empleando marcadores de las poblaciones celulares, previa estimulación con este antígeno, 

contribuirán a dilucidar el posible rol mitogénico en el bovino. 

Por el análisis de la presencia de la proteína en las bases de datos, se pudo constatar la presencia de 

homólogos potenciales en bacterias relacionadas, como las pertenecientes al género Nocardia. La 

presencia de homólogos potenciales en las bacterias cuyos genomas aún no se encuentran 

secuenciados, y sobre todo, en aquellas distribuídas en el ambiente, con las que pueden entrar en 

contacto los animales, como por ejemplo M. phlei, que es una bacteria que se encuentra en el suelo 

y en plantas, pudiéndosela aislar de la alfalfa, también podrían ser responsables de la respuesta 

inespecífica de los animales frente a este antígeno. Se obtuvieron sueros hiperinmunes en ratón 

contra la proteína recombinante de MPTB, y se detectó la presencia de los posibles homólogos en 

bacterias como M. smegmatis mc2 155 y M. phlei. No observamos diferencias significativas en el 

peso molecular de las distintas proteínas detectadas. Por análisis de homología con la secuencia 

primaria de la proteína de M. smegmatis mc2155, disponible en el banco de genes, se pudo 

constatar una identidad del 50 % con el homólogo de MPTB, pese a esta baja homología, la 

proteína fue reconocida por el suero hiperinmune anti-LprG de MPTB, lo que demuestra que los 

sitios antigénicos de la secuencia se conservan. 

 

b) Antígeno de 45/47 kDa 

Esta proteína de unión a fibronectina ha sido identificada en numerosas especies del género 

Mycobacterium y tiene distintas nominaciones en la literatura: FAP (FAP, de Fibronectin 

Attachment Protein), Apa, ModD, MPT32, antígeno de 45/47 kDa o antígeno de 50/55 kDa. Está 

reportada su caracterización como una glicoproteína. Algunos procariotas, al igual que los 

eucariotas, tienen la capacidad de modificar las proteínas con una variedad de residuos glicosídicos 

(Benz y Schmidt; 2002). Los carbohidratos que “decoran” la superficie de distintos patógenos, 

como las micobacterias, son considerados motivos moleculares asociados al patógeno y son 

reconocidos por receptores específicos, como el receptor de manosa y DC-SIGN, ambos receptores 

esenciales para la invasión de macrófagos y células dendríticas, respectivamente (Karakousis et al., 

2004; Tailleaux et al., 2003). El fenómeno de glicosilación ha sido estudiado en M. tuberculosis, 

pudiéndose establecer la dependencia del proceso de O-manosilación (adición de oligosacáridos al 

grupo hidroxilo de los residuos treonina o serina) al de traslocación de proteínas (Sec dependiente), 

 180



sustentado por la presencia de un hómólogo a las manosiltransferasas eucariotas en la membrana 

bacteriana (VanderVen et al., 2005). Las micobacterias expresan distintos glicoconjugados 

inmunogénicos, como el LAM (glicolípido), y glicoproteínas que se encuentran en la superficie de 

la bacteria o en el medio extracelular. En distintos estudios se ha aprovechado la capacidad de 

unión a lectinas de los residuos α-D-manosa y α-D-glucosa tanto para el aislamiento o purificación, 

como para la caracterización de las moléculas que presentan dicho motivo. De este modo, se han 

reportado distintos antígenos del filtrado de cultivo que unen lectinas como ConA y que resultaron 

inmunoreactivos en pacientes con tuberculosis (Espitia y Mancilla; 1989). Tanto el LAM como los 

antígenos MPT83 y Apa, conocido también como el antígeno de 50/55 kDa de M. tuberculosis, han 

demostrado ser glicoproteínas inmunoestimulantes tanto de la respuesta celular como humoral. En 

1995, Espitia et al., (Espitia et al., 1995) demostraron la presencia de un homólogo a Apa en M. 

bovis, con una alta similitud estructural y antigénica. Asimismo Wieles et al. (1994) y Schorey et 

al. (1995), describen la antigenicidad del homólogo, denominado MPT32 en M. leprae y su 

participación en la invasión de células de Schwan, respectivamente. En M. leprae, MPT32 también 

se lo denomina FAP-L y antígeno 43L.  

En el año 2001 Secott et al., (Secott et al., 2001) describieron el homólogo de FAP en M. avium 

subsp. paratuberculosis, demostrando su rol de adherencia a células eucariotas. Sin embargo, a la 

fecha no había sido descripto su rol antigénico en la paratuberculosis bovina.  

En el presente estudio, se clonó el gen modD (correspondiente al marco de lectura abierto 

MAP1569 en el genoma de MPTB) y se sobreexpresó la proteína en el sistema E.coli.-pRSET. Se 

obtuvo una proteína recombinante de un tamaño aproximado de 60 kDa, a la que denominamos 

ModD en concordancia con el nombre del gen. Parte de la diferencia con el peso molecular teórico 

(36 kDa) está dada por la etiqueta de polihistidina (6xhis) en la región N-terminal que aporta el 

vector pRSET-B. Por otro lado, como se mencionó anteriormente, existen evidencias 

experimentales que demuestran que un alto contenido de residuos prolina, producen un retardo en 

la migración de las proteínas como consecuencia del incremento de la rigidez de la molécula 

(Romain et al., 1993; Thole et al., 1990). La presencia de un alto porcentaje de prolina en Mod-

MPTB (20,38 %), explicaría la mayor masa observada por electroforesis en geles de 

poliacrilamida. El proceso de glicosilación ha sido descripto en E. coli (Benz y Schmidt; 2002), de 

acuerdo a los estudios de glicosilación por unión de lectinas realizados en la proteína recombinante, 

no tenemos evidencia de que la proteína expresada en E. coli incorpore residuos de manosa. Por 

este motivo, no podemos atribuir a la posible modificación postraduccional de la proteína en E. 

coli, la diferencia de peso molecular observada. La obtención de un antisuero anti-ModD en 

ratones, permitió localizar la proteína en M. avium subsp. paratuberculosis. Se demostró, que la 

proteína es secretada mayormente al medio extracelular, aunque, también se la detectó en menor 

proporción en el extracto de proteínas de la bacteria. Estudios de inmunofluorescencia realizados 

en la bacteria intacta o a las que se les extrajo la envoltura lipídica por tratamiento ácido, junto a 
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estudios de inhibición de unión de fibronectina con anticuerpos anti-FAP sugieren que la proteína 

no está expuesta en la superficie de M. avium subsp. paratuberculosis (Secott et al., 2001). Datos 

adicionales del mismo trabajo, derivados del fraccionamiento subcelular y análisis por Western 

blot, demostraron que se encuentra en citoplasma y sugiere que también reside entre la membrana 

citoplasmática y la capa de micolatos. Dada la naturaleza funcional del estudio, no se analizó la 

presencia de la proteína en el sobrenadante. En nuestro análisis de proteínas totales de M. bovis y 

MPTB por Western blot, sólo se detectaron trazas de la proteína en el extracto del aislamiento de 

M. bovis, en cantidades relativamente menores que en la misma fracción proteica de MPTB. 

Previamente, en el trabajo de Ratliff et al., (1993) se localizó la proteína en la fracción 

correspondiente a la pared celular de M bovis BCG. Esto permitiría inferir que pese a que la 

proteína es mayormente secretada, también se la localiza en la pared celular, probablemente 

asociada a algún componente de la misma. Tal como se ha descripto previamente en la bibliografía 

para las proteínas homólogas del complejo M. tuberculosis, el análisis por Western blot de la 

proteína nativa en MPTB mostró la presencia de dos bandas reactivas de tamaño aproximado de 50 

y 55 kDa. Se ha especulado que la banda de mayor migración del antígeno de M. tuberculosis 

deriva del clivaje proteolítico del extremo C-terminal (Secott et al., 2001) aunque estudios 

posteriores como el realizado por el grupo de Clara Espitia (Lara et al., 2004), atribuyeron esta 

observación a diferencias en el patrón de glicosilación. En este trabajo, también demostramos por 

el ensayo de unión a concanavalina A, que ModD-MPTB está modificada con residuos de manosa 

y que ambos polipétidos del complejo ModD unen ConA. Asimismo, las formas no secretadas, 

detectadas en el extracto celular, también presentaron la modificación post-traduccional. En el 

trabajo de Espitia, se evaluó la seroreactividad de pacientes tuberculosos frente a la forma 

recombinante glicosilada, expresada en S. lividans, y frente a una isoforma tratada previamente con 

α-D-manosidasa, demostrando que la reactividad se perdía sin la glicosilación. En el presente 

trabajo, evaluamos por Western blot el reconocimiento de la proteína nativa, presente en el 

sobrenadante de MPTB, por parte de animales con paratuberculosis (serológicamente positivos) y 

luego se enfrentó los mismos sueros a la proteína recombinante expresada en E. coli, sin la 

modificación post-traduccional. En este último caso, la interacción no se perdió, demostrándose 

que la proteína recombinante expresada en el sistema heterólogo contiene epítopes B que son 

fuertemente reconocidos por los sueros bovinos, lo cual permitió continuar la evaluación de la 

respuesta humoral frente a la proteína producida en E. coli. Se demostró por Western blot que todos 

los animales infectados evaluados reconocieron a la proteína, mientras que solo algunos de los 

animales sanos lo hicieron débilmente. Contrariamente, los ensayos de respuesta celular mostraron 

que pocos animales respondieron al antígeno. Se demostró de esta manera que el antígeno de M. 

avium subsp. paratuberculosis induce una respuesta Th2 más potente que la respuesta Th1. En 

algunos animales de los establecimientos sanos encontramos niveles elevados de γIFN cuando se 

estimuló los linfocitos T de la sangre con este antígeno. Los análisis globales de secuencia 
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mostraron una identidad cercana al 50 % con las bacterias saprófitas y a partir de los anticuerpos 

policlonales anti-ModD, demostramos la expresión del posible homólogo en M. phlei. 

Probablemente la presencia de proteínas homólogas en distintas micobacterias ambientales 

contribuya a la reacción cruzada entre los mismos. 

 

Potencialidad diagnóstica de los Derivados Proteicos Purificados y de los antígenos 

recombinantes.  

 

a) Respuesta celular 

Uno de los principales desafíos que presenta la enfermedad de Johne, como otras 

enfermedades, es el diagnóstico de los casos subclínicos, para lo que se requiere de la detección de 

la respuesta inmunológica temprana del animal. Con este fin, se ha implementado en forma 

equivalente al diagnóstico de la tuberculosis bovina, la evaluación de la respuesta mediada por 

células cuantificando la liberación de γIFN por estimulación específica de los linfocitos con los 

antígenos de referencia conocidos como Derivados Proteicos Purificados (PPD).  

El Derivado Proteico Purificado (bovino o aviar) es una preparación obtenida por 

tratamiento térmico y lisis de los bacilos M. bovis o M. avium subsp. avium (según corresponda). 

Las tuberculinas que se utilizan en el diagnóstico de acuerdo con las regulaciones del comercio 

internacional de ganado, son la PPDb (bovina), elaborada con la cepa AN5 de Mycobacterium 

bovis y la PPDa (aviar), elaborada con la cepa D4 de M. avium subsp. avium. Las distintas PPDs se 

obtienen a partir de fracciones hidrosolubles preparadas calentando en vapor libre y filtrando 

posteriormente los cultivos de las micobacterias crecidas en un medio sintético. La fracción del 

filtrado se precipita en medio ácido. La mezcla puede ser adicionada con un conservante 

antimicrobiano que no produzca reacciones positivas falsas, como el fenol. Las normas establecidas 

para la realización y la lectura de la prueba de intradermo-tuberculinización de animales están 

estandarizadas. Asimismo, dichas normas establecen la utilización de los mismos antígenos para la 

prueba de γIFN, que se consigna como prueba suplementaria a la intradermoreacción 

(www.senasa.gov.ar). En la actualidad, no está comercialmente disponible una PPD preparada a 

partir de MPTB y se emplea el derivado proteico aviar en la prueba γIFN para el diagnóstico de la 

paratuberculosis a partir de la evaluación de la respuesta celular. Esta PPDa, es comercializada por 

la misma empresa que provee el ELISA Bovigam (Biocor, CSL). Son escasos los reportes de la 

utilización de PPD producida a partir de una cepa de M. avium subsp. paratuberculosis, o PPDj, 

(johnina), como así también, existen pocos trabajos donde se compare la eficacia de las PPDa y 

PPDj. Jungersen et al. (2002) han realizado un estudio empleando la PPDa (Biocor) y una PPD de 

producción local a partir de un aislamiento denominado “Promise”. En ese estudio tuvieron una 

sensibilidad menor cuando estimularon con PPDj, sin embargo, esta última fue preparada en el año 

1975 y había sido conservada liofilizada durante al  menos 20 años hasta su utilización. Koets et 
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al., (1999), emplearon en un ensayo de proliferación celular utilizando células mononucleares de 

sangre periférica de animales con paratuberculosis, dos PPDs producidos a partir de la cepa 3+5/C 

de MPTB (que denominan PPDp) y la cepa de referencia D4 de M. avium subsp. avium. En este 

estudio obtuvieron una respuesta significativamente mayor cuando estimularon con PPDp. La gran 

similitud entre las bacterias de la especie avium, sustenta la implemetación de la PPDa en el 

diagnóstico e la paratuberculosis. Sin embargo, la finalización de la secuenciación del genoma de la 

cepa K-10 de MPTB y la cepa 104 de M. avium subps. avium, permitió conocer la existencia de 

genes diferenciales. Aunque muchos de estos genes, codifican para proteínas hipotéticas, 

Bannantine et al., (2004) describieron algunos productos de estos genes diferenciales, como 

proteínas inmunoreactivas, capaces de ser reconocidos por los sueros de animales con PTB 

(Bannantine et al., 2004). En este trabajo, expresamos y evaluamos el producto del gen anotado 

como MAP860c en el genoma de la micobacteria, descripto previamente como una secuencia 

diferencial de MPTB en el trabajo mencionado. Si bien la respuesta humoral contra esta proteína 

resultó nula en nuestros ensayos, cerca del 36 % de los animales infectados respondieron con 

niveles significativos de γIFN y de forma específica. Es de esperar que la presencia de epítopes 

diferenciales en MPTB, respecto de M. avium subsp. avium, contribuya a una mejor capacidad 

estimulante de los linfocitos T por parte de una PPDj en los animales con paratuberculosis. 

Recientemente, Radosevich et al., (2007) demostraron un perfil diferencial de expresión de 

proteínas entre la cepa de referencia MPTB K-10 y un aislamiento clínico, por este motivo, en este 

trabajo elaboramos un Derivado Proteico Purificado a partir de un cultivo del aislamiento de 

campo, M. avium subsp. paratuberculosis Malele-505. Denominamos a esta mezcla antigénica 

PPDj-IB y evaluamos la respuesta celular de los animales, estimulando con la misma concentración 

proteica de PPDa y PPDj-IB. La especificidad de la prueba empleando este antígeno fue la misma 

respecto de la estimulación con PPDa, pero a pesar que la proporción de animales reactivos a cada 

prueba fue semejante, la sensibilidad relativa entre las pruebas fue del 75 %, dado que en algunos 

casos, los animales identificados por cada prueba son distintos (κ=0,6). Dos animales que 

respondieron en forma similar con PPDa y PPDb, respondieron con niveles superiores de 

estimulación con PPDj (animales 204 y 5369). Tres animales con paratuberculosis (5161, 5175 y 

5585) respondieron solamente a PPDj. Estos animales (PPDa negativos-PPDj-IB positivos), 

también respondieron positivamente al antígeno Map860, mencionado con anterioridad, que es 

exclusivo de la subespecie paratuberculosis. Es probable que la respuesta de estos animales cuando 

son estimulados con PPDj, sea consecuencia, al menos en parte, de la presencia de este antígeno en 

la mezcla antigénica. Además de los antígenos proteicos que pueden constituir cada Derivado 

Proteico Purificado, están presentes también los antígenos no proteicos. Entre estos, se encuentran 

los glicolípidos, como el LAM, que es un componente esencial de la pared celular. A partir del 

análisis de los componentes de las mezclas antigénicas con anticuerpos específicos pudimos 

observar que el contenido del LAM, era superior en la mezcla PPDj respecto de PPDa y PPDb. 
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Probablemente, la respuesta superior en algunos animales, sea consecuencia de la estimulación de 

la liberación de γIFN por el LAM. 

Se reportaron en la literatura distintos componentes no proteicos fosforilados de bajo peso 

molecular, que son estimulantes potentes de los linfocitos Tγδ en humanos. Estos compuestos se 

caracterizaron en M. tuberculosis, denominándose TUBag (de tuberculous antigen). Estas 

moléculas TUBag, cuyo rol celular es desconocido, se obtienen del extracto celular luego de un 

particionamiento en metanol-cloroformo, y por procesamiento de la fase acuosa por cromatografía 

de intercambio iónico. Están constituidas por un nucleótido fosfato, más un sustituyente no 

caracterizado. En el denominado TUBag4, el nucleotido es el 5’ trifosfo-2’deoxi-β-D-ribofuranosil-

1’-timina (Constant, et al., 1995). Welsh et al., (2002), demostraron la capacidad de inducir la 

proliferación de células Tγδ de bovinos infectados por M. bovis, de dos fosfo-antígenos sintéticos, 

monometil fosfato e isopentenil fosfato. Sin embargo, no demostraron la estimulación de la 

producción de γIFN, tal como se reportó para los antígenos TUBag en humanos. En la actualidad, 

no se reportaron las moléculas equivalentes a TUBag en M. bovis, aunque si se describió su 

presencia en otras micobacterias como Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae, 

Mycobacterium marinum, Mycobacterium avium y Mycobacterium smegmatis. Como consecuencia 

de la alta temperatura a la cual los cultivos son sometidos para la preparación de las PPDs, muchos 

de los componentes antigénicos se degradan. Es posible que debido a su bajo peso molecular estos 

compuestos sean más estables que las proteínas. Sin embargo, a la fecha, no existen reportes de la 

presencia de estos componentes en las PPDs. A partir del análisis del contenido de ADN de nuestra 

preparación de PPD se pudo observar un mayor contenido de ácidos nucleicos en la PPDj respecto 

de las comerciales, probablemente la presencia de ácidos nucleicos sea un marcador de la presencia 

de moléculas antigénicas como las TUBag.  

Del análisis comparativo de la respuesta celular frente a los distintos antígenos, evaluados en 

tambos infectados con MPTB y libres de la enfermedad, se observó que el número de antígenos 

reconocidos como la magnitud de la respuesta fue variable en los distintos animales. Esto mismo 

observaron otros autores evaluando la respuesta humoral en bovinos infectados con M. bovis 

(Konstantin et al., 1998) y en bovinos infectados con PTB (Rosseels et al., 2006). Adicionalmente 

a estos reportes, no existen estudios con distintos antígenos recombinantes donde se detalle el 

reconocimiento antigénico por cada animal.  

Se observó también, que el ensayo de estimulación de la liberación de γIFN empleando la mezcla 

antigénica PPDa, identificó al 31 % de los animales infectados con una especificidad del 95,5 %. 

Esta baja sensibilidad se podría atribuir al estadío avanzado de la enfermedad que cursaban los 

animales, con predominio de la respuesta Th2, lo cual se sustenta con el alto porcentaje de animales 

seroreactivos detectados (51 %). Sin embargo, 11 animales adicionales (24 %) pudieron ser 

reconocidos exclusivamente midiendo la respuesta celular luego de la estimulación con los 

antígenos recombinantes. Algunos de estos antígenos recombinantes, resultaron muy específicos, 
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no siendo reconocidos por los animales sanos. Esto indicaría que la adición de antígenos a la PPD 

actualmente utilizada podría mejorar la sensibilidad, sin disminución de la especificidad. El empleo 

de distintos antígenos recombinantes en la evaluación de la respuesta celular, identificó animales 

con paratuberculosis en un rango de 13 a 31 % y con una especificidad de 86,7 % a 100 %. Los 

antígenos menos sensibles, fueron los que mostraron una mayor inespecificidad, lo que determinó 

puntos de corte mayores. Este fue el caso para los antígenos Lpp34, LprG y LppJ. Los antígenos 

más específicos fueron GrpE, LppE, el antígeno 85A, PknB y Map860. De estos, los que 

reconocieron la mayor cantidad de animales fueron GrpE (27 %) y Map860 (31 %). Siendo este 

último, el que permitió reconocer la misma cantidad de animales que PPDa con mejor especificidad 

(100 %). El antígeno Hsp 70 fue el que mostró una mayor sensibilidad respecto de PPDa, ya que 

resultaron positivos con este antígeno el 38 % de los animales, sin embargo, su especificidad fue 

menor (91 %). Koets et al., (1999) describió que la respuesta celular por estimulación con Hsp70, 

disminuye cuando se comparan los estadíos de infección asintomática con el sintomático. De 

acuerdo con estas observaciones, nuestros resultados demostraron que sólo 3/10 animales con 

sintomatología respondieron positivamente. 

Distintos estudios demostraron la antigenicidad del complejo del antígeno 85 como también la 

capacidad de inducir una respuesta protectiva contra M. tuberculosis y M. ulcerans en modelos de 

infección (Shin et al., 2005). Shin et al., (2005) tuvieron una buena respuesta celular específica en 

animales con PTB estimulando con los antígenos 85 A, 85 B y 85 C y demostraron que la 

inducción de la expresión génica de γIFN y αTNF por 85 A, se correlacionaba con el nivel de 

excreción de la bacteria. En nuestro trabajo pudimos confirmar la excreción de la bacteria por 

cultivo en 4 animales, de los cuales, solo 2 respondieron positivamente a la estimulación por el 

antígeno 85 A. Si consideramos los resultados de Ziehl Neelsen (ZN) en frotis de materia fecal 

como medida de secreción de la bacteria, el resultado es similar ya que 6/14 animales ZN+ 

respondieron frente a la estimulación con el mismo antígeno. El bajo nivel de detección de 

animales secretores es consecuencia de la dificultad del cultivo de esta bacteria y al problema de las 

contaminaciones fúngicas, comunes en los cultivos que requieren largos tiempos de incubación. 

Pudimos observar que algunos animales sanos de los tambos no infectados presentaron 

valores de estimulación significativos con PPDa. Como se mencionó anteriormente, el problema de 

las reacciones cruzadas entre las distintas micobacterias, entre ellas las ambientales no es un 

problema menor en el diagnóstico de las patologías de origen bacteriano. Esta respuesta de 

estimulación frente a PPDa en animales no infectados, ha sido reportada previamente (Koets et al., 

1990; Jungersen et al., 2002). En el trabajo de Jungersen (2002), estos animales fueron 

necropsiados. Tanto los resultados histológicos como el cultivo, resultaron negativos. Dada la 

condición de los tambos empleados como control en nuestro estudio, donde no se registra la 

enfermedad, al menos en un período de diez años, donde no hay reposición de animales desde otros 

establecimientos y no se aisló la bacteria por cultivo de materia fecal, consideramos que esta 
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reacción es consecuencia de reacciones cruzadas con las bacterias saprófitas, con las cuales los 

animales entran en contacto. M. avium subsp. avium ha sido frecuentemente aislado en el ganado 

aunque, generalmente causa lesiones menores no progresivas en los nódulos linfáticos 

mesentéricos. La sensibilización de los bovinos con esta bacteria, está frecuentemente asociada a la 

exposición de los animales a aves domésticas o salvajes infectadas. También puede darse 

ocasionalmente con la exposición a cerdos infectados con las bacterias del complejo M. avium 

(Brown et al, 1981). Por lo tanto, la demostración de la antigenicidad de Map860, proteína que 

sería exclusiva de la subespecie paratuberculosis es muy promisoria. Las micobacterias ambientales 

interfieren en el diagnóstico como consecuencia de las reacciones cruzadas. Esta interferencia 

resultó significativamente mayor con la mezcla PPDa que con PPDb. Esto se evidenció claramente 

en los tambos libres de la enfermedad, donde la respuesta de los animales fue mayor cuando se 

estimuló con PPDa que cuando se estimuló con PPDb. Estos resultados concuerdan con lo 

observado en otros trabajos donde se reporta que la interferencia de las reacciones cruzadas con 

otras micobacterias ambientales es especialmente perjudicial para la utilización de PPDa para el 

diagnóstico de paratuberculosis y en menor medida para la utilización de PPDb para el diagnóstico 

de tuberculosis bovina (Walravens et al., 2002). Estas evidencias sugieren que este Derivado 

Proteico Purificado derivado de M. avium subsp. avium requiere ser mejorado.  

Del análisis de la respuesta deliberación de γIFN con el antígeno PPDb, pudimos observar 

que los animales de los tambos con PTB tuvieron una respuesta significativamente mayor que los 

animales de los tambos libres de la enfermedad. La respuesta de estimulación con este antígeno en 

animales con PTB, ha sido reportada previamente en Dinamarca, incluso con algunos animales que 

presentaron niveles de estimulación superiores a los obtenidos con PPDa, pese a ser este un país 

libre de tuberculosis bovina (Jungersen et al., 2002). También pudimos observar que muchos de los 

animales que respondieron con índices elevados por estimulación con PPDa, son también los que 

presentaron una respuesta mayor de liberación de γIFN frente a PPDb. El análisis de correlación 

entre las respuestas de estimulación con PPDa y PPDb, presentaron un grado de asociación positivo 

entre las dos variables (r=0,75). Es conocida la presencia de antígenos homólogos entre M. bovis y 

M. avium, (Roseells et al., 2006; Sechi et al. 2006, Koets et al., 1999) lo cual explica la 

estimulación observada con el antígeno PPDb en los animales con PTB.  

a) Respuesta humoral 

En muchos países como Australia y Estados Unidos, donde se implementan programas 

oficiales de control, como en Argentina, donde el plan de control es voluntario, la técnica de 

ELISA es tan utilizada como el cultivo para el diagnóstico de rutina de la paratuberculosis (Huda et 

al., 2004). Los ELISAs más difundidos son los que emplean preparaciones crudas o 

semipurificadas, muchas de ellas de la cepa 18 de M. avium subsp avium, como el antígeno PPA 

(comercializado por Allied), mientras que el ELISA comercializado por CSL utiliza una 

 187



preparación citoplasmática de la cepa M. avium subsp. paratuberculosis VRI 316:102-2. También 

se ha empleado el lipoarabinomanano (LAM) (Sugden et al., 1997).  

Las distintas formulaciones de los kits de ELISA, han demostrado respuestas muy distintas en el 

mismo animal (Collins et al., 2005, Sugden et al., 1997). Los animales pueden responder de 

manera diferente a la infección por MPTB o pueden estar cursando un estadío diferente de la 

enfermedad determinando diferencias en los antígenos reconocidos, generando anticuerpos que 

pueden ser detectados por un ensayo, pero no por el otro. Collins et al., (2005), comparando 

distintos ELISAs comerciales en granjas diferentes observó que la especificidad de los distintos 

ensayos variaba. Si bien es difícil conocer las razones precisas de este resultado, los autores 

proponen como posible, las diferencias cualitativas y cuantitativas en la flora microbiana de los 

animales de las distintas granjas, estando expuestos a la presencia de diversas micobacterias. 

Entonces, la identificación de una diversidad de antígenos de M. paratuberculosis o epítopes que 

induzcan una respuesta humoral en bovinos, conducirían al mejoramiento de los kits diagnósticos, 

aunque es de esperar que los ensayos con un único antígeno purificado ocasione una disminución 

en la sensibilidad diagnóstica. Por eso la importancia de la identificación y estudio de antígenos 

inmunodominantes. Son pocos los antígenos recombinantes estudiados hasta el momento para la 

evaluación de la respuesta humoral. Uno de ellos es el antígeno de 34 kDa. En 1993, De Kesel et 

al., (1993) identificaron un marco abierto de lectura que codificó para una proteína de 34 kDa. Si 

bien esta proteína tiene epítopes B no específicos, se identificó un epítope presente en la región 

carboxilo terminal de la proteína (a362), que se describió como específico de M. avium subsp. 

paratuberculosis. Sin embargo cuando se comparó el ELISA basado en este epítope con los ELISA 

comerciales, su sensibilidad resultó menor (70 %, contra el 87 % del ELISA-Allied y 77 % del 

ELISA de CSL), y el 5 % de los animales tuberculosos, también resultaron positivos (Vannuffel et 

al., 1994). Más tarde se demostró la existencia reactividad cruzada entre este epítope y una proteína 

de 38 kDa de M. bovis (Coetzier et al., 1998). Más recientemente, se ha evaluado la respuesta 

humoral con los antígenos recombinantes del complejo 85 y el antígeno de 35 kDa. El mejor 

candidato entre estos antígenos resultó ser el antígeno 35 kDa con una alta sensibilidad 93,3 % 

(86,4 % de especificidad), este valor fue similar al de la prueba comercial utilizada como referencia 

(Shin et al., 2004).  

Las proteínas que se identificaron o se seleccionaron para este estudio, también fueron 

evaluadas en su capacidad de inducir respuesta humoral en bovinos paratuberculosos. En una 

primera instancia los únicos antígenos que demostraron una reacción intensa de los animales fueron 

los antígenos Lpp34, Bfr, LprG y ModD. De los cuales, como se discutió anteriormente, Lpp34 

tiene epítopes que reaccionan inespecíficamente y solamente preadsobiendo se ponen en evidencia 

los anticuerpos dirigidos contra los epítopes específicos. De los tres antígenos restantes, nos 

interesó seleccionar los inmunodominantes en los distintos estadíos de la enfermedad. Se utilizaron 

pooles de sueros de animales seleccionados de dos tambos con problemas de paratuberculosis de la 
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provincia de Buenos Aires, y se evaluó el reconocimiento de los distintos antígenos por Western 

blot. De esta manera, seleccionaríamos sólo aquellos que generen una respuesta humoral marcada o 

aquellos con la potencialidad de estimular la respuesta de anticuerpos en la mayoría de los 

animales. Con esta estrategia, seleccionamos al antígeno ModD. Pusimos a punto un ELISA, que 

nos permitió conocer que pese a que no es un antígeno reconocido por todos los animales, muchos 

de los animales respondieron con valores de DO405 muy altos. La sensibilidad de este ensayo, 

relativa al ELISA-PPA fue del 37 % y la especificidad del 95, 9%. De los animales que resultaron 

positivos por el ELISA-ModD, y que no fueron detectados por el ELISA-PPA, uno perteneció al 

tambo infectado de Suipacha, y tenía sintomatología clínica y respuesta de γIFN-PPDa positiva. De 

acuerdo al Manual de tests diagnósticos y Vacunas para Animales terrestres  (OIE; 2007), la 

especificidad analítica se debe evaluar a partir del estudio de un panel de muestras derivadas de 

animales que han estado expuestos a organismos genéticamente relacionados y que pueden 

estimular la presencia de anticuerpos que reaccionen de forma cruzada. En nuestro estudio, 

utilizamos para evaluar la especificidad un panel de sueros de bovinos con diagnóstico de 

tuberculosis bovina. Un gran porcentaje de ellos, confirmado por la presencia de lesiones y 

aislamiento de la bacteria. Por los datos de la historia del rodeo al que estos animales pertenecían y 

los resultados de la liberación de γIFN empleando los antígenos de referencia PPDa y PPDb, no 

estaban coinfectados con MPTB. De acuerdo a los resultados obtenidos solo 1/21 animales fue 

reconocido como positivo por el ELISA-ModD, presentando un valor de DO bajo, mientras que 

7/21 (33,3 %), fue reconocido por el ELISA-PPA, con valores de DO tan altos como los obtenidos 

en los animales con PTB (no mostrado). Los anticuerpos generados por inmunización de ratones 

con ModD-MPTB, reconocieron el homólogo de M. bovis AN5, por este motivo, sabemos de la 

presencia de epítopes comunes. Por otro lado, se sabe del reconocimiento del antígeno homólogo 

por los animales infectados experimentalmente con M. bovis (Konstantin et al., 1998). Es necesario 

implementar ensayos con péptidos sintéticos para evaluar los posibles epítopes diferenciales en los 

homólogos y poder establecer si la respuesta de los animales infectados con M. bovis se debe a un 

bajo reconocimiento del antígeno de MPTB o a una respuesta inmunológica humoral distinta en la 

infección natural. 

Se ha propuesto a la toma de muestra de tanque de leche, para análisis directo o indirecto de la 

presencia de la bacteria, como medida factible a ser aplicada para el diagnóstico de tambos 

infectados, por su sencillez y debido a que esa muestra representa a la población de estudio. La 

detección directa de la bacteria por cultivo, es una metodología de baja sensibilidad y laboriosa que 

insume mucho tiempo. A pesar que las técnicas moleculares como PCR son de alta sensibilidad, en 

la experiencia de nuestro laboratorio, la detección directa de secuencias específicas de MPTB en 

leche resultó de menor sensibilidad que el cultivo de la bacteria a partir de la misma muestra (datos 

no publicados), sin embargo, la misma técnica molecular resultó útil para la detección de la 

secuencia de inserción IS6110 de M. bovis en leche de establecimientos con tuberculosis bovina 
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(Zumárraga et al., 2005). Otra alternativa en el diagnóstico de paratuberculosis empleando 

muestras de leche, es detectar los anticuerpos que desarrolla el animal en respuesta a la infección 

bacteriana presentes en esta muestra. Las secreciones lácteas contienen principalmente 3 clases de 

inmunoglobulinas: IgG, IgM e IgA. Las inmunoglobulinas son selectivamente transportadas desde 

el suero a la glándula mamaria, es así que las IgG1, llegan a constituir el 75 % de las Igs en el 

calostro, pese a que estos niveles decaen en pocos días, IgG1, continúa siendo la clase más 

importante durante todo el período de lactación (Korhonen et al., 2000). Estudios como el de 

Chang et al., (1981) demuestran que también puede existir una producción de inmunoglobulinas en 

la glándula mamaria del bovino como resultado de la estimulación antigénica local, detectándose 

principalmente IgA e IgG1. Teniendo en cuenta que se ha aislado M. avium subsp. 

paratuberculosis de muestras de leche así como de nódulo linfático supramamario (Streeter et al., 

1995; Sweeney et al., 1992; Paolicchi et al., 2003), es probable que la estimulación antigénica local 

en la paratuberculosis bovina juegue un rol importante en la producción de las inmunoglobulinas 

que se encuentran posteriormente en leche. La detección de inmunoglobulinas en leche constituye 

una herramienta valiosa en distintas afecciones en el bovino causadas por distintos 

microorganismos como lo son la anaplasmosis, brucelosis, paratuberculosis, neosporosis y 

salmonelosis, esto lo demuestran distintos trabajos (Vanzini et al., 1998; Lombard et al., 2006; 

Chanlun et al., 2006; Hansen et al., 2006). Recientemente, en un trabajo de Lombard et al., (2006) 

se realizó un estudio intensivo en más de 6000 animales para comparar la capacidad diagnóstica de 

la prueba de ELISA empleando muestras de leche y suero en rodeos infectados con MPTB. Pese a 

que los ensayos tuvieron una concordancia moderada, los niveles de sensibilidad y especificidad 

fueron comparables, haciendo a la detección de inmunoglobulinas contra la bacteria en leche una 

prueba confiable para el diagnóstico de la enfermedad de Johne. El nivel bajo de concordancia 

reportado por estos autores (κ=0,5) implica una variación en la presencia de anticuerpos anti-

MPTB en las muestras de leche y suero del mismo animal. Existen publicaciones recientes, donde 

la implementación de antígenos recombinantes, aparece como una alternativa útil para el 

diagnóstico en leche de anaplasmosis bovina (de Echaide et al., 2005), pero no se encuentran 

descriptos en bibliografía antígenos recombinantes para el diagnóstico de paratuberculosis a partir 

de leche. En este trabajo, evaluamos la presencia de IgG anti-ModD recombinante en leche y suero 

de una tropa de animales (n=10). Pese a que es necesario contar con el análisis de un mayor 

número de animales, 3 de los  7 animales con cultivo y serología confirmada (ELISA-PPA +), 

reconocieron la proteína y lo hicieron tanto en suero como en leche. Sin embargo no se detectaron 

títulos apreciables en leche de tanque de los distintos establecimientos analizados. El mismo 

resultado fue obtenido empleando la leche de los mismos establecimientos, con los antígenos 

recombinantes 85A y 85B (no mostrado). Probablemente la respuesta sea dependiente del estatus 

de los animales representados en ese tanque, ya que si el porcentaje de animales que responden al 

antígeno es baja, el efecto de dilución impide la detección de los anticuerpos. Nuestros resultados 
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muestran que, si bien es difícil de implementar la prueba en leche de tanque, la leche individual 

puede ser un material alternativo para demostrar la presencia de anticuerpos anti-ModD de MPTB 

con igual sensibilidad que con la muestra de suero bovino.  

 

Los resultados de distintos estudios realizados tanto en infecciones naturales como 

experimentales demostraron la variabilidad de la respuesta inmunológica del bovino frente a la 

infección micobacteriana. Konstantin et al., (1998) realizaron un seguimiento de la respuesta 

humoral en bovinos experimentalmente infectados con M. bovis evaluando el reconocimiento de un 

panel de 12 antígenos recombinantes. Los autores observaron no sólo la variabilidad de respuesta 

entre animales, sino también en el perfil de respuesta en cada animal, dado que estos respondían a 

distintos antígenos durante el transcurso de la infección, o con distinta magnitud frente al mismo 

antígeno. Huda et al., (2003) realizaron un seguimiento de la respuesta celular en animales con 

paratuberculosis subclínica. A partir del análisis de la liberación de γIFN en 3 muestreos sucesivos 

a intervalos de 5-8 semanas y observaron que la respuesta celular era variable, no siempre sostenida 

en el tiempo, dificultando el diagnóstico certero con un solo muestreo del animal. También es 

importante mencionar el componente genético de la respuesta inmunológica. Un estudio realizado 

en Etiopía, mostró que los animales de distintas razas (zebú y Holstein) bajo las mismas 

condiciones de cría, tenían una respuesta de γIFN diferencial estimulando con los mismos 

antígenos. Estas variaciones pueden ser atribuídas a los distintos alelos BoLA en las dos razas, que 

podrían determinar el reconocimiento diferencial de los antígenos micobacterianos (Ameni et al., 

2006).  

Estos factores que se mencionaron implican, que la estrategia de implementar pruebas serológicas o 

celulares, basadas en antígenos recombinantes deben contemplar la selección de antígenos 

múltiples. El contar con el repertorio completo de los antígenos de M. avium subsp. 

paratuberculosis, contribuye al diseño racional de la mezcla antigénica recombinante candidato 

para el mejoramiento del diagnóstico de la enfermedad. Como resultado de la caracterización 

antigénica de este trabajo, surgen los antígenos GrpE y Map860 como buenos candidatos para el 

mejoramiento del diagnóstico basado en la estimulación ex-vivo de la respuesta celular y el 

antígeno ModD para el diagnóstico humoral.  
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6-CONCLUSIONES 

En base a los resultados derivados del presente estudio, se puede concluir lo siguiente:  
 

-El sistema de expresión en fago λ, aunque con baja eficiencia permitió la identificación de 

antígenos de M. avium subsp. paratuberculosis (MPTB). Para el análisis inmunológico de la 

genoteca se utilizaron tanto sueros bovinos como sueros hiperinmunes murinos, constituyendo 

estos últimos, un sistema de evaluación más sensible dado que permitió detectar una mayor 

cantidad de antígenos.  
 

- Demostramos que Lpp34 es una secuencia restringida al complejo M. avium y mostró un buen 

reconocimiento por parte de los animales infectados con MPTB. Sin embargo, la respuesta no 

resultó específica, consecuencia de la presencia de epítopes conservados en proteínas distintas de 

otras bacterias.  
 

-Los anticuerpos dirigidos a una única proteína, son capaces de reconocer a la bacteria por el 

ensayo de inmunohistoquímica. Los anticuerpos dirigidos al antígeno Lpp34 recombinante, 

permitieron la detección de señal por inmunohistoquímica en el tejido de animales con 

paratuberculosis. Esto abre el camino al desarrollo de anticuerpos contra proteínas que presenten 

mayor especificidad para la optimización de las técnicas de diagnóstico de rutina.  
 

-Es conveniente la utilización de un Derivado Proteico Purificado preparado a partir de la bacteria 

que produce la enfermedad. La utilización de una PPD elaborada a partir de un aislamiento de 

MPTB para el estudio de la respuesta celular permitió identificar animales paratuberculosos, no 

detectados por el antígeno de referencia, PPD aviar. La presencia de proteínas subespecie-

específicas inductoras de la respuesta celular, como MAP860 en dicha mezcla podrían contribuir a 

mejorar la sensibilidad y especificidad del ensayo. 
 

-Una proteína identificada previamente como exclusiva de la subespecie M. avium subp. 

paratuberculosis, Map860, fue evaluada en animales con paratuberculosis. La alta especificidad de 

la respuesta de los animales frente a este antígeno, lo hacen un antígeno promisorio para el 

diagnóstico de esta enfermedad. 
 

-El empleo de mezclas antigénicas recombinantes mejora los niveles de estimulación de la 

respuesta de γIFN, respecto del antígeno recombinante utilizado en forma individual. Esta 

estrategia permitió la obtención de niveles de respuesta superiores a aquellos alcanzados por 

estimulación con la mezcla antigénica de referencia PPDa. 
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-Los antígenos homólogos a los presentes en el complejo M. tuberculosis también resultaron 

estimulantes de la respuesta inmunológica celular y humoral en los animales con paratuberculosis. 

En esta enfermedad, LprG se comportó principalmente como un inductor de la respuesta celular y 

el antígeno ModD como inductor de la respuesta humoral.  
 

- El estudio de la presencia de ortólogos descriptos previamente en otras especies micobacterianas 

contribuye al conocimiento del repertorio antigénico de la micobacteria. Adicionalmente, la 

presencia de epítopes diferenciales en dichos ortólogos pueden contribuir a una respuesta específica 

capaz discriminar la paratuberculosis de la infección causada por otras micobacterias, incluída M. 

bovis. El antígeno ModD mostró un reconocimiento diferencial entre los rodeos infectados con 

MPTB y M. bovis. 
 

-Los estudios de la respuesta humoral de los animales mediante la técnica de ELISA basado en el 

antígeno ModD recombinante, demostraron que si bien no es un antígeno inmunodominante, la 

frecuencia y niveles de respuesta humoral en una población infectada permiten el diagnóstico 

positivo del rodeo. 
 

-Las muestras de leche pueden reemplazar a las muestras de suero para el ensayo serológico basado 

en la detección de anticuerpos anti-ModD. Dado que el resultado de la prueba de ELISA basado en 

el antígeno ModD recombinante fue concordante en ambos tipos de muestras.  
 

-Se identificó al antígeno ModD como un componente mayoritario de la mezcla antigénica PPDa. 

Dado que ModD estimula también la respuesta Th1, la respuesta celular con la mezcla antigénica 

de referencia PPDa, puede ser consecuencia de la presencia de dicho antígeno en la mezcla.  

 

-La respuesta del bovino involucra un reconocimiento antigénico amplio y variable. La estrategia 

experimental de sustitución de las mezclas antigénicas PPD con proteínas recombinantes, deberá 

cumplimentarse por la búsqueda y selección de múltiples antígenos. Esto permitirá el diseño 

racional de la combinación adecuada que posibilitará el diagnóstico sensible y específico de la 

paratuberculosis bovina. 

 

 

 

 

       Lic. Andrea Gioffré                                                                         Dra. M. Isabel Romano 
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