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Abrestoturos

Abreviofuras

ABC: area bajo la curva ROC

Acs: anticuerpos

ANOVA: Analisis de Varianza

BCG: Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guérin

C: cepa de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tipo bovino (cattle)

CCDA: citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos

CDRH3: regiones determinantes de complementariedad de la cadena pesada 3

cgL.: células gigantes de tipo Langhans

CH: regién o dominio constante de la cadena pesada

CHZ2: region o dominio constante 2 de la cadena pesada

DE: desvi0 estandar

DO: densidad optica

DOsoonm: densidad Optica analizada a 600nm de longitud de onda.

Fc: fraccion cristalizable de los anticuerpos

Fm: factor de dilucién de la muestra

g: gramo

v-globulinas: gamma-globulinas

h: hora

HPC: cloruro de hexadecilpiridinio

HRP: peroxidasa

Hsp: proteinas de shock térmico

Hsp65: proteina de shock térmico de 65 kDa de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis

Hsp65r: proteina de shock térmico de 65 kDa de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis recombinante

Hsp70: proteina de shock térmico de 70 kDa de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis

IDR: intradermorreaccion

Ig: inmunoglobulinas
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Abrestoturos

1gG3r: 1gG3 bovina recombinante

IL1: interleuquina 1

IL6: interleuquina 6

IL10: interleuquina 10

IL17: interleuquina 17

INFy: interferon gamma

INTA: Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
IPTG: isopropil-beta-D-tiogalactopranésido
ITAM: secuencias de activacion

ITIM: secuencias de inhibicion

kDa: kilodalton

L: litro

LAM: lipoarabinomanano

LB: Linfocito B

LB: medio de cultivo Luria-Bertani

LT: Linfocito T

LTc: Linfocitos T citotoxicos

LTyd: Linfocitos T gamma delta

LTh1: Linfocitos T helper 1

LTh17: Linfocitos T helper 17

LTreg: Linfocitos T reguladores

Ma: Mycobacterium avium

Maa: Mycobacterium avium subsp. avium

Mah: Mycobacterium avium subsp. hominissuis
MALT: sistema inmune asociado a mucosas
Map: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
Mas: Mycobacterium avium subsp. silvaticum
MF: materia fecal

Hg: microgramo

mg: miligramo

min: minutos
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Abrestoturos

MIRU-VNTR: andlisis de locus multiples; mycobacterial interspersed repetitive units

(MIRU), variable number of tandem repeats (VNTR)
pL: microlitro
mL: mililitro

MOI: multiplicidad de infeccion

NAHMS: Servicio Nacional de Monitoreo de Sanidad Animal de los Estados Unidos

(National Animal Health Monitoring System)
NK: células natural killer o asesinas naturales

OPD: ortophenilendiamina

p34r: proteina p34 carboxi-terminal de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

recombinante
pb: pares de bases
PFGE: electroforesis en gel bajo campo pulsado
PPA: antigeno protoplasmatico de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
PPD: derivad proteico purificado
PPDa: derivad proteico purificado de Mycobacterium avium subsp avium
PPDb derivad proteico purificado de Mycobacterium bovis
PPDp: derivad proteico purificado de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
PRR: receptores de reconocimientos de patrones moleculares asociados a patégenos
REA: analisis de restriccion enzimatica
RFc: receptor para la fraccion cristalizable de los anticuerpos
RFcn: receptor para Fc neonatal
RFLP: polimorfismo de los fragmentos de restriccion
ROC: Receiver-operating characteristic
Rplg: receptor de poli-lg
rpm: revoluciones por minuto
S: cepa de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tipo ovino (sheep)
SDS-PAGE: Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
Seg: segundos
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
SFB: suero fetal bovino

sMF: sobrenadante de muestra de materia fecal
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TGFp: factor de crecimiento transformante 3
TLR: receptor de tipo Toll

TLR2: receptor de tipo Toll 2

TLR4: receptor de tipo Toll 4

TNFa: factor de necrosis tumoral alpha
UFC: unidades formadoras de colonias

VC: valor de corte

VCsosp: VC de sospechosos

Vol.: volumen
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La paratuberculosis, causada por el Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(Map), es una patologia crénica intestinal que afecta a rumiantes. EI diagnostico es engorroso

y permite identificar principalmente a los bovinos en estadios avanzados (clinico).

El objetivo general del trabajo fue caracterizar los anticuerpos bovinos totales y
especificos frente a Map y sus proteinas, e identificar su efecto en la viabilidad bacteriana.
Los objetivos particulares fueron:

o Identificar el efecto de la infeccion con Map en los niveles de anticuerpos totales.

e Caracterizar la respuesta inmune humoral especifica frente a Map y sus proteinas en
bovinos infectados de manera natural y experimental.

e Evaluar el efecto de anticuerpos bovinos especificos frente a Map y sus proteinas, sobre

la viabilidad bacteriana intracelular.

Los anticuerpos bovinos se estudiaron por la metodologia de ELISA (niveles) y mediante
un modelo de infeccion de macréfagos in vitro (funcionalidad).

Se evaluaron un total de 120 animales. Los grupos de bovinos analizados difirieron segun
los experimentos, pero en general fueron: infectados naturalmente en estadio subclinico,
clinico y terminal, infectados experimentalmente, expuestos, inmunizados con proteinas

especificas de Map y controles sanos.

Se demostré que:
% La paratuberculosis afecta los niveles de anticuerpos totales en muestras de suero y
materia fecal, segun el estadio. Los bovinos con paratuberculosis clinica presentan
incrementos en los niveles de IgM sérica, asi como de IgM, 1gG e IgA a nivel local.
s EIl estudio del isotipo 1gG2 especifico frente a la bacteria entera o al antigeno
protoplasmatico de Map (PPA) mejora la identificacion de bovinos infectados en estadio
subclinico (sensibilidad de 1gG2 e IgG/ELISA-PPA del 54% y del 23%, respectivamente).

s Elisotipo IgG2 aparece de manera temprana en la infeccion experimental (p=0,013, a

los 60 dias postinfeccion).
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% Los anticuerpos especificos frente a la proteina p34 inhiben la viabilidad intracelular

de Map en el modelo de infeccién de macréfagos bovinos in vitro utilizado.
Estos resultados impactan sobre las metodologias diagnosticas utilizadas en la actualidad

y revalorizan el papel de los anticuerpos especificos frente a p34. Este hallazgo justifica la

continuacion de su andlisis en modelos de infeccidn y proteccion en la especie bovina.
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Resumen extendido

La paratuberculosis o enfermedad de Johne, causada por el Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map), es una patologia cronica intestinal que afecta a rumiantes y que
genera una pérdida econdémica anual en la Argentina de entre US$ 14,3 y 23,3 millones.
Ademas, se relaciona a Map con la enfermedad de Crohn que afecta al ser humano.

La principal via de ingreso del patdégeno es la oral a través de calostro, leche o materia
fecal (MF) contaminados. Los terneros neonatos representan la categoria mas susceptible a
la infeccion. Estos animales atraviesan un prolongado estadio subclinico en el que se
describe el predomino de respuesta celular o perfil Th1l. Luego de varios afios de incubacion
y sélo en algunos animales, la patologia avanza hacia el estadio clinico, que se caracteriza
por un predominio de la respuesta inmune humoral o perfil Th2.

La respuesta inmune celular se considera fundamental para el control de la
paratuberculosis. Sin embargo, se cuestiona si la inmunidad celular sola es suficiente para
proteger al huésped de la infeccion o es la causante de la patologia y signologia clinica. Por
otro lado, varios investigadores proponen que los anticuerpos (Acs) juegan un papel
importante en la respuesta inmune frente a Map.

Dadas las caracteristicas enunciadas, el diagnéstico de la patologia es engorroso y
representa un desafio para los veterinarios. Los métodos disponibles permiten identificar
principalmente a los bovinos en estadios clinicos. Estos animales presentan los signos
clasicos de la enfermedad: diarrea cronica, pérdida de peso, edema submandibular y
disminucion en la produccion lactea. Ademas, eliminan altas cantidades de Map por MF y
presentan altos niveles de Acs especificos. Mientras que, los bovinos en estadios tempranos
son los mas dificiles de detectar debido a que no manifiestan signos clinicos, excretan bajos
niveles de Map y de manera intermitente, y también presentan bajos niveles de Acs
especificos. La identificacion de estos ultimos resulta fundamental para el control de los
rodeos dado que conforman la mayoria de los animales.

El objetivo del trabajo fue ampliar el conocimiento de la respuesta inmune humoral
especifica frente a Map y sus proteinas en bovinos infectados de manera natural y
experimental e inmunizados.

Los bovinos estudiados en el presente trabajo, se clasificaron en distintos grupos segun:
la procedencia de rodeos con o sin paratuberculosis, la presencia de signos clinicos, el

diagnostico seroldgico (usando el antigeno protoplasmatico de Map, PPA; Allied Monitor
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Laboratories Inc.) y el aislamiento (mediante el cultivo de muestras de MF o la inmuno-
captacion de muestras de leche) y posterior identificacion de Map (IS900 PCR; Tabla).

Grupos Procedencia ~ Signos  ELISA PCR

Controles negativos - - - -

Infectados subclinicos + - -+ +

Infectados clinicos + + -+ +

Tabla. Grupos de bovinos estudiados. Los datos estan expresados como + (positivos) o -

(negativos).

Durante el desarrollo de la tesis se evalud:

s Elefecto de la infeccion por Map en los niveles de Acs totales en muestras
de suero y materia fecal de bovinos en distintos estadios de la patologia
Se incorpor6 una clasificacion adicional tomando en cuenta los niveles de proteinas
totales en suero, aquellos con valores inferiores al normal, se clasificaron como “infectados
terminales”. El estudio permitio evidenciar que la paratuberculosis bovina afecta los niveles
de isotipos de inmunoglobulinas totales en suero y MF, segun el estadio. Asi, los animales
en estadio clinico mostraron incrementos en los niveles de IgM en suero y de IgM, 1gG e
IgA a nivel local.

% La respuesta inmune humoral especifica frente a Map y sus proteinas en
bovinos naturalmente infectados en distintos estadios de la paratuberculosis.

Mediante el estudio de los isotipos especificos frente a Map (bacteria entera inactivada
por calor) se detectaron incrementos en los niveles de 1gG sérica en todos los bovinos
infectados. Se identificd al isotipo IgG1 como responsable del aumento en los infectados
clinicos mientras que los isotipos 1gG2 e 1gG3 estarian implicados en la respuesta humoral
de los bovinos subclinicos. Asimismo, se comprobd que la deteccion de 1gG2 especifica
frente a PPA mediante la técnica de ELISA mejora el diagndstico de animales infectados

con Map en estadio subclinico; en consecuencia, la combinacion IgG2/ELISA-PPA e
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IgG/ELISA-PPA permitiria incrementar la identificacion de rodeos con animales en
diferentes estadios de la paratuberculosis.

La proteina Hsp65 ha sido identificada como un antigeno inmunodominante en la
paratuberculosis, sin embargo los datos obtenidos en el desarrollo de esta tesis mostraron un
bajo nimero de animales infectados (11 %) que reconocen a la Hsp65 recombinante
(Hsp65r). Estos resultados podrian deberse a cambios conformacionales en epitopes B
ocasionados por el sistema de expresion utilizado o por la técnica empleada (ELISA).

%+ La repuesta inmune humoral inducida por la infeccién experimental con
dos aislamientos locales de Map en terneros.

Los grupos de animales estudiados durante 180 dias postinfeccion fueron: controles
negativos, infectados con Map A e infectados con Map C. En los grupos infectados, se
detectd un pico de excrecidn de Map a través de MF a los 60 dias, luego del cual los animales
resultaron negativos al cultivo. Se utilizaron las técnicas diagndsticas de inmunidad celular
como la produccién de INFy por células periféricas y se identificaron altos niveles de INFy
producidos de forma esponténea. Resultados similares fueron publicados por otros autores
gue recomiendan no aplicar esta metodologica en rumiantes jovenes menores a 2 afos. El
diagnostico seroldgico (ELISA-PPA que utiliza un anti-1gG) no detect6 la infeccion en los
terneros desafiados. Sin embargo, la respuesta inmune humoral fue inducida tempranamente
por la infeccion experimental de Map en el modelo de terneros utilizado ya que se hallaron
incrementos en los niveles de Acs especificos frente a la bacteria entera desde los 50 dias
postinfeccion; ademéas 1gG2 especifico frente a Map fue el primer isotipo que mostré
aumentos significativos en sueros de los infectados en relacién a los controles.

Se evalu6 también la respuesta de los terneros infectados a las proteinas Hsp65r y p34
carboxi-terminal de Map recombinante (p34r). Frente a estos antigenos, identificamos baja
a nula respuesta (tanto celular como humoral). En el caso de la Hsp65r podria indicar que la
proteina recombinante obtenida no incluye a los epitopes B y T de la Hsp65 de Map nativa.
La evaluacion de la respuesta humoral especifica frente a la p34r permitié detectar sélo al
grupo de terneros infectados con el aislamiento A. En general podriamos concluir que los

antigenos proteicos evaluados en esta tesis no servirian para mejorar el diagnoéstico.
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s El efecto de Acs bovinos especificos frente a Map y sus proteinas, sobre
la viabilidad bacteriana intracelular en un modelo de infeccién de macr6fagos bovinos in
vitro.

Se evaluo el papel de IgGs purificadas a partir de sueros de bovinos infectados clinicos,
inmunizados con Hsp65r, inmunizados con la p34r y controles negativos. Nuestros
resultados muestran que los Acs de bovinos inmunizados con p34r inhiben la viabilidad de

Map en el modelo de infeccidn utilizado.

Los resultados que se presentan en la presente tesis permiten ampliar el conocimiento de
la respuesta inmune humoral de bovinos natural y experimentalmente infectados con Map
asi como de inmunizados con proteinas de Map recombinantes. Estos impactan sobre las
metodologias diagndsticas utilizadas en la actualidad y en el desarrollo de nuevas técnicas.
Se demostro que la utilizacion del isotipo 1gG2 mejora la identificacion de la categoria de
animales mas dificil de detectar, los infectados en estadio subclinico. La cinética de la
respuesta inmune hallada en el modelo de terneros desafiados aporta para el desarrollo de
préximos experimentos a realizar en el pais.

Se contribuyd en el estudio del papel de los anticuerpos en la infeccién de la célula blanco
y se evidencidé que los anticuerpos especificos frente a p34r disminuyen la viabilidad
bacteriana intracelular.

Mucho resta por conocer de la compleja interaccion entre este patdgeno y el huésped.
Este trabajo demuestra que la respuesta inmune humoral es inducida por Map en bovinos,
que su caracterizacién mejora el diagnostico disponible y que los Acs cumplen un papel

activo en la infeccioén.

Tesis Doctoral Vet Bavbovo Ferndnoez

10



Abstract




Abstract

Paratuberculosis is a chronic granulomatous enteritis of ruminants caused by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map). The diagnosis of paratuberculosis is
difficult and the current diagnostic tests are suitable for detection of the clinical phase of the

infection.

The general aim was to characterize the total and specific (to Map and its proteins) bovine
antibodies, and to identify its role in the viability of bacteria. The especial aims were:
e To detect the effect of the Map infection on the levels of total antibodies.
e To characterize the specific humoral immune response to Map and its proteins in
naturally- and experimentally-infected bovines.
e To evaluate the role of specific bovine antibodies to Map and its proteins in the viability

of ingested bacteria.

Bovine antibodies were evaluated by ELISA (levels) and by an in vitro macrophages
infection model (role).

A total of 120 animals were studied. The analyzed groups varied with the experiments:
subclinically, clinically and terminally naturally infected, experimentally infected, exposed,

immunized with specific proteins of Map and healthy control bovines.

Data demonstrated that:
% Map infection affects the total levels of antibodies in sera and feces samples of animals
in the different stages of paratuberculosis: bovines with clinical signs present increased total
levels of IgM in sera as well as IgM, 1gG and IgA in feces.
¢ The study of whole Map or protoplasmic antigen (PPA) specific 1gG2 improves the
identification of subclinically infected bovines (sensitivity of 54% and 23% to 1gG2 and
IgG/ELISA-PPA, respectively).

s 1gG2 is the first isotype that increases in sera of Map-experimentally infected calves

(p=0,013, on 60 days postinfection).
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% Map viability is decreased upon treatment with antibodies from p34r-immunized cattle

in the in vitro macrophages infection model.

The results impact on the current diagnostic techniques and demonstrate the functional
anti-bacterial role of anti-p34r antibodies. These data justify the evaluation of anti-p34r

antibodies in infection and protection models
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Extended Abstract

Paratuberculosis or Johne’s disease is a chronic granulomatous enteritis of ruminants
caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map). In Argentina, this disease
causes an annual economic loss of US$ 14.3 — 23.3 millions. It is hypothesized that Map
could have a role in the pathophysiology of Crohn’s disease in humans.

Calves are the most susceptible and become infected through ingestion of Map-
contaminated colostrums, milk or feces. During subclinical infection, bovines develop a Thl
cellular immune response. After a long incubation time (years), a low proportion of infected
animals evolve to a clinical phase dominated by a Th2 humoral immune response.

As a rule, the development of a cellular immune response is believed to be essential to
control mycobacterial infections; however, it is not clear whether the cellular immunity alone
is enough to accomplish efficient pathogen clearance or it is the cause of the
immunopathology and clinical disease. On the other hand, the antibody (Ab) response has
been demonstrated to play an important role in the immune response against Map.

The diagnosis of paratuberculosis represents a challenge in veterinary medicine because
current diagnostic tests are suitable for detection of the clinical phase of the infection.
Clinical paratuberculosis is characterized by chronic diarrhoea, weight loss, submandibular
oedema and a reduction in milk production. In addition, bovines with clinical
paratuberculosis are also high shedders and have elevated levels of specific Abs. The
detection of paratuberculosis in animals undergoing the subclinical phase is difficult because
Map shedding in feces is low and intermittent and the levels of Map-specific Abs are also
low. As in herds most of the animals may be in the subclinical phase, their identification is
essential to carry out effective paratuberculosis control measures.

The aim was to evaluate the specific humoral immune response to Map and its proteins
in naturally and experimentally infected and immunized bovines.

In the present work, the division of bovines into the different groups was done according
to whether animals belonged to Map-infected herds or not, the presence of clinical signs of
paratuberculosis, the serologic diagnosis (using the protoplasmic antigen, PPA; Allied
Monitor Laboratories Inc.) results and the presence of the specific Map DNA fragment
(1S900) evaluated by PCR in colonies isolated from feces (culture) or milk samples

(immunocapture with magnetic beads, Table).
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Groups Precedence Signs ELISA PCR

Healthy control - - - -

Subclinically infected + - -1+ +

Clinically infected + + -1+ +

Table. Groups of the bovines studied. Data are expressed as + (positive) or - (negative).

The present doctoral thesis evaluated:

s The effect of the Map infection on the levels of total Abs in sera and feces
of bovines undergoing the different stages of the pathology. Those bovines with clinical
disease and low levels of total serum proteins (less than 6,2 g / dL) were classified as
“terminal infected”. Results demonstrated that infection with Map affects the total levels of
Abs in sera and feces of animals in the different stages of paratuberculosis: bovines with
clinical signs presented increased total levels of IgM in sera as well as IgM, IgG and IgA in
feces.

s The specific humoral immune response to Map and its proteins in
naturally-infected bovines undergoing the different stages of the disease. Levels of whole
heat-inactivated Map specific 1gG were found to be increased in sera of all infected animals.
1gG1 was found to be related to the animals with clinical disease, while IgG2 and 1gG3 were
the isotypes responsible for the increased levels of total specific IgG in the sera of bovines
undergoing the subclinical infection. In addition, the 1gG2/PPA-ELISA proved to be more
efficient in detecting animals with a subclinical infection. Moreover, results suggest that the
combination of IgG2/PPA-ELISA with IgG/PPA-ELISA may increase the identification of
herds with animals in different stages of the disease.

The 65 kDa heat shock protein (Hsp65) has been identified as an immunodominant
antigen of Map; however, a low reactivity (10 %) to recombinant Hsp65 (Hsp65r) was
detected in sera of Map-infected cattle. The latter result could be explained by the occurrence
of conformational changes in B-cell epitopes or in the protein adsorbed to the ELISA

microplates.
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% The humoral immune response in calves experimentally infected with two
local Map isolates. Three experimental groups studied during 180 days post-infection: mock
infected, experimentally infected with Map isolate A (A) and experimentally infected with
Map isolate C (C). A peak of Map shedding was detected after 60 days post-infection. After
the peak, cultures for Map were negative. High levels of IFNy produced by non-stimulated
peripheral cells were detected. These results are in line with those of other authors, who have
recommended not applying that methodology for ruminants under 2 years. In addition,
serological diagnosis (PPA-ELISA using an anti-1gG conjugate) failed to detect the infection
in the challenged calves. However the humoral immune response was induced early as Map-
specific Abs were detected from 50 days post-infection on. In addition, 1gG2 was the first
isotype that increased significantly in sera of Map-infected calves. As for the antigens
employed in this work, low to null cellular and humoral responses against Hsp65r were
detected. These results would demonstrate losses in B- and T-cell epitopes or differences
between the recombinant and the native proteins. Regarding recombinant carboxy-terminal
peptide of protein p34 of Map (p34r), this antigen was only recognized by calves
experimentally infected with Map A. The findings indicate that these proteins would not be

suitable antigens to be used in diagnostic tests.

% The role of specific bovine Abs to Map and its proteins in the viability of
ingested bacteria in an in vitro macrophages infection model. Purified 1gG were evaluated
from sera belonged to the following animal groups: infected and with clinical signs, Hsp65r-
immunized, p34r-immunized and healthy controls. Map viability was decreased upon

treatment with Abs from p34r-immunized cattle.

In summary, the results presented in this work enlarge the knowledge of the humoral
immune response in natural and experimental Map-infected bovines and in immunized with
Map-recombinant proteins. These data impact on the current diagnostic techniques. This
work supports the assessment of other Ab isotypes like IgG2 to improve the identification
of Map-infected cattle undergoing a subclinical infection. In addition, the Kinetics of the
immune response found in Map-experimentally infected calves contributes to futures

experiments in our country.
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This work demonstrates the functional anti-bacterial role of anti-p34r Abs, which justifies
the evaluation of anti-p34r Abs in in vivo infection models.

The complex interaction between the pathogen and its host is not well known. This thesis
proves that Map induces a detectable humoral immune response previously to the appearance
of the clinical signs, the characterization of this response improves available diagnostic

techniques and the Abs play an active role in infection.
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Lo paratuperculosis

La paratuberculosis

La paratuberculosis o enfermedad de Johne es una patologia cronica intestinal que afecta
a rumiantes (Clarke, 1997; Harris y Barletta, 2001; Sweeeney, 2011). El agente etioldgico
es el Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), el cual fue aislado a partir de
rumiantes tanto domésticos como silvestres (bovinos, ovinos, caprinos, ciervos, camélidos,
bufalos, muflones, alces y renos; Mackintosh y Griffin, 2010) y de otras especies no
rumiantes como visones, roedores, conejos, aves, zorros, 0sos y hasta humanos (Hutchings
y col., 2010).

Los bovinos generalmente se infectan tempranamente y atraviesan un largo estadio
subclinico (afios). Las lesiones intestinales comienzan a desarrollarse durante este periodo,
son de naturaleza granulomatosa y generalmente restringidas al ileon y valvula ileocecal
(Clarke, 1997; Gonzalez y col., 2005).

A pesar de existir la posibilidad de que el animal infectado pueda eliminar al patégeno,
la mayoria de los terneros expuestos a Map desarrollan una infeccion cronica y de por vida.
La capacidad de resolver la infeccion o evolucionar hacia la cronicidad, depende de
multiples factores como: la cepa de Map, el nimero de exposiciones, la dosis infectiva, el
namero de focos infecciosos, la tasa de reinfeccién enddgena y exdgena, la carga genética
del huésped, asi como su capacidad para estimular las poblaciones celulares adecuadas en el
sitio de inflamacién (Stabel, 2000; Verna y col., 2007; Fernandez y col., 2014).

En algunos animales luego de varios afios de incubacion, la patologia avanza al estadio
clinico (Clarke, 1997). Las lesiones del tejido intestinal producen el incremento de la
permeabilidad vascular que provoca la pérdida de proteinas por heces (Patterson y col.,
1967) y afecta ademas a la absorcidn de nutrientes (Patterson y Berrett, 1969; Fecteau y
Whitlock, 2010). La inflamacion intestinal estimula la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias: las interleuquinas 1 (IL1) y 6 (IL6) acttan a nivel del sistema nervioso central
produciendo anorexia mientras que el factor de necrosis tumoral alpha (TNFa) induce la
degradacion de reservas del tejido graso. De esta manera, los bovinos sufren un balance
energetico y proteico negativo. Se describe que sélo el 10 % de los bovinos infectados
cronicos desarrollan la enfermedad progresiva y fatal (Sweeney, 2012; Koets y col., 2015).

Los signos caracteristicos de la paratuberculosis son: la diarrea cronica, la mala absorcion

de nutrientes, la pérdida de peso y de proteinas, el edema submandibular y la colecta liquida
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en cavidades corporales. Los animales pueden concluir en caqueccia y muerte (Figura 1).
Esta patologia afecta a los parametros productivos observandose disminuciones en la
produccion tanto de leche como de carne (Sweeney, 1996; Fecteau y Whitlock, 2010).

Figura 1. Signos clinicos tipicos de la paratuberculosis en bovinos: diarrea (miembros posteriores y
cola manchados) y caquexia. Las imagenes corresponden a dos bovinos infectados, que fueron
incluidos en este trabajo de tesis.

En la paratuberculosis, se pueden identificar los siguientes estadios:
I: subclinico no excretor de Map
I1: subclinico excretor de Map
I11: clinico excretor de Map
Los bovinos en el estadio | corresponden a aquellos infectados que no presentan signos
clinicos ni diseminan a la bacteria. Esta etapa es tipica de los animales jévenes menores de
dos afios y adultos expuestos a pequefias dosis del microorganismo. El estadio Il incluye a
aquellos bovinos que no muestran signos clinicos pero excretan Map en pequefias cantidades
y de manera intermitente a través de la materia fecal (MF). Estos animales representan una
fuente de infeccion del medio ambiente, generalmente oculta. En algunos bovinos, el
progreso hacia la tercera etapa puede durar meses o0 afios, y cominmente se asocia con
periodos de estrés, entre ellos el parto en hembras de tambo. Los animales del estadio III

corresponden a aquellos que presentan los signos clinicos clasicos de la paratuberculosis.
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Historia de la paratuberculosis

En 1807 Skellet inform6 sobre una enfermedad consuntiva en bovinos. Los primeros
reportes de paratuberculosis podrian ser los descriptos por Hurtrel d’Arboval en 1826, que
detecto engrosamientos en las membrana mucosas de intestinos delgado y grueso asociados
con diarrea crénica. En ese momento no se sabia que correspondia a la paratuberculosis, pero
desde nuestra perspectiva, podriamos creer que se trataba de la patologia en cuestion (Twort
y Ingram, 1912; Manning y Collins, 2010a).

En 1894 Johne y Frothingham estudiaron muestras intestinales de una vaca con
disminucion en la produccion lactea, asi como en la ganancia de peso. Propusieron que el
agente causal era el Mycobacterium avium y denominaron a la patologia como
“pseudotuberculosis enteritis” debido a su similitud con la tuberculosis intestinal (Johne y
Frothingham, 1895).

Once afios mas tarde, en 1906, Bang inyectdé antigenos de Mycobacterium bovis
(tuberculina) a bovinos con tuberculosis e identificd una respuesta febril acompafiada de
hinchazén en el sitio de inoculacion. Por otra parte, la inoculacion de antigenos provenientes
de M. avium no indujo respuesta. Este hallazgo promovié la aplicacion de la prueba de
tuberculina intradérmica como herramienta para el diagnostico de la tuberculosis bovina en
todo el mundo. También permitié identificar que los animales que sufrian de la patologia
descripta por Johne y Frothingham reaccionaban con la tuberculina de M. avium pero no con
la de M. bovis (Bang, 1906).

Recién en 1912 se pudo cumplir con los postulados de Koch: el agente etioldgico de la
paratuberculosis se aisld, se caracterizo y se utiliz para producir la enfermedad (Twort e
Ingram, 1912).
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Agente etiologico

Map pertenece al género Mycobacterium y es un bacilo Gram positivo de 0,5a 1,5 um de
largo que suele presentarse en forma de agregados o “clumps” (Figura 2). Map resulta
positivo a la tincion de Ziehl-Neelsen (&cido-alcohol resistente, Figura 2) debido a que en su
pared contiene gran cantidad de acidos micdlicos que se colorean con fuscina y resisten la

decoloracion con alcohol acido.

@ (b)

|
o
|

Figura 2. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis tefiido con la coloracion de Ziehl-Neelsen
a 100X (a) y a 1000X (b). Se observan pequefios bacilos, algunos de manera dispersa y la mayoria

en forma de agregados o “clumps”.

El crecimiento de Map se caracteriza por ser lento, con un tiempo de duplicacion de entre
22 y 26 horas. Requiere ademas de medios enriguecidos con piruvato de sodio y micobactina
J.

El complejo M. avium esta constituido por especies de crecimiento lento, entre las que se
incluyen tanto a patdgenos de aves y rumiantes, y a oportunistas de humanos, como a
micobacterias apatdgenas que frecuentemente se ubican en el medio ambiente (Turenne y
Alexander, 2010). A su vez, M. avium se divide en 4 subespecies representadas por
organismos que difieren en patogenicidad y rango de hospedador: M. avium subsp. avium
(Maa), que genera la tuberculosis aviar; M. avium subsp. hominissuis (Mah), el cual produce
linfoadenitis cervical, infecciones pulmonares e infecciones diseminadas en cerdos y en el
hombre; M. avium subsp. silvaticum (Mas), que causa la enfermedad simil tuberculosis en

palomas; y Map (Rindi y Garzelli, 2014).
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Una secuencia gendmica se ha descripto como exclusiva del ADN de Map y corresponde
a una insercion denominada 1S900 que presenta entre 15 a 20 copias por genoma (Collins y
col., 1989) y esta constituida por 1.451 pares de bases (pb; Green y col., 1989). La
identificacion de esta secuencia mediante PCR es util con fines diagnosticos (Collins y col.
1993; Bolske y Herthnek, 2010). Sin embargo, una secuencia 1S900-simil fue descripta en
otras micobacterias: Maa, Mycobacterium cookii, Mycobacterium scrofulaceum vy
Mycobacterium porcinum (Cousins y col., 1999; Nacer y col., 1999; Englund y col., 2002,
Taddei y col., 2005; Mdébius y col., 2008).

Nuestro grupo ha disefiado cebadores o primers que amplifican dos secuencias cortas de
ADN del inserto 1S900, los cuales mostraron una identidad del 100 % entre las cepas de
Map. Ademas, se confirmé la especificidad de dichos fragmentos mediante la evaluacién
con M. phlei, Maa, M. fortuitum y M. scrofulaceum, por PCR (Mundo y col., 2013).

Otras secuencias de insercion se han identificados en el genoma de Map, entre las cuales
se encuentra la F57. La misma es especifica de Map, se presenta una sola copia por genoma
y no se ha descripto homologia con otras micobacterias (Poupart y col., 1993).

El analisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccion (RFLP) en 1S900 (1S900-
RFLP) permiti6 identificar cuatro genotipos de Map denominados A, B, Cy E (Pavlik y col.,
1995). Todos ellos han sido aislados en nuestro pais (Moreira y col., 1999).

Las cepas de Map también se pueden caracterizar mediante el esquema de andlisis de
locus multiples “MIRU-VNTR” (mycobacterial interspersed repetitive units (MIRU) —
variable number of tandem repeats (VNTR)), el cual permite distinguir entre cepas mediante
la deteccion de diversidad en ocho regiones limitadas del genoma de Map (Thibault y col.,
2007; Castellanos y col., 2012). Esta es la técnica de genotipificacion mas utilizada en la
actualidad, por lo que el Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias de Francia
(Institut National de la Recherche Agronomiqgue) ha creado en el afio 2014 una base de datos
de libre acceso que nuclea la informacion sobre los perfiles identificados a nivel mundial
(“Mac INMV database”, http://mac-inmv.tours.inra.fr; Cochard y col., 2014). Se han

publicado solo 3 estudios en los que se evaluan los genotipos de Map circulantes en
Argentina por MIRU-VNTR (Romano y col., 2005; Fernandez-Silva y col., 2012; Gioffre y
col., 2015). Los datos indican que el codigo 1 (INVI 1) es el mas frecuente en nuestro pais.

Las cepas de Map se clasifican en tipo ovino (S, sheep) o bovino (C, cattle) mediante la
utilizacion de I1S900-RFLP vy el analisis de restriccion enzimatica de 1S1311 (IS1311/PCR-
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REA; Collins y col., 1990; Marsh y col., 1999; Pavlik y col., 1999). Mientras que, por
electroforesis en gel bajo campo pulsado (PFGE), se identifican tres patrones: el tipo I, que
corresponde a la cepa S; el tipo Il, que pertenece a la cepa C y el tipo Ill, que se lo
consideraba un tipo intermedio (de Juan y col., 2006), pero la secuenciacion confirmé que
también corresponde al tipo S (Stevenson, 2015). Las cepas C y S de Map mostraron ademas
comportamientos fenotipicos distintos en la respuesta por macrofagos infectados in vitro
(Janagama y col., 2006; Abendafio y col., 2013 y 2014). Més alla de las diferencias, cepas
de los distintos grupos han sido aisladas en ovinos, bovinos y otras especies. Aunque las
cepas de C son obtenidas predominantemente de muestras de bovinos y otras especies
mientras que las S suelen obtenerse a partir de muestras de ovinos y caprinos (Stevenson,
2010).

Recientemente se ha identificado una mayor diversidad genotipica de Map debido a la
deteccion de un nuevo aislamiento en India “Indian Bison Type” que mostr6 diferenciarse
de las restantes cepas por 1S1311/PCR-REA (Singh y col., 2013).

Con respecto a la gendmica, se han publicado varias secuencias completas de Map (Li y
col., 2005; Bannatine y col., 2014).
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Inmunopatogenia

La paratuberculosis es una patologia que ha sido intensamente estudiada. Sin embargo,
aun quedan numerosas etapas de la inmunopatogenia que restan comprender a la luz de los
avances biotecnol6gicos. Nuevos aportes al conocimiento permitiran sentar las bases para el
desarrollo de nuevas metodologias diagnosticas asi como de vacunas exitosas.

Luego de la ingestion oral de Map, el primer sitio de ingreso al organismo es a través de
las tonsilas. Sin embargo, las células M asociadas a las placas de peyer del ileon distal se
identifican como el sitio de preferencia para atravesar la pared intestinal. Estas células
protruyen hacia la luz intestinal para poder ingerir, ademas de macromoléculas, a
microorganismos como por ejemplo a Map. Y las transporta hacia la membrana basolateral
para que macrdfagos intra y subepiteliales realicen la fagocitosis (Momotani y col., 1988;
Clarke, 1997). También se ha descripto un mecanismo de entrada del Map mediante la
interaccidn activa con enterocitos (Bannantine y Bermudez, 2013). La fibronectina hace de
puente entre proteinas presentes en la superficie de Map y la R1 integrinas ubicadas en las
celulas epiteliales intestinales. Las células M tienen mayor cantidad de R1 integrinas en la
superficie luminal en comparacion con enterocitos, por lo que esto podria ser la causa
responsable de que éstas sean la principal via de entrada (Secott y col., 2004).

Diversos estudios han sefialado la importancia de la via de ingreso de Map al macrofago
y las vias de sefializacion dado que afectaran el proceso de ingestion del patgeno, el trafico
del fagosoma y su maduracion, la induccion de la apoptosis y la expresion de citoquinas,
determinando por ultimo la viabilidad o no del Map. Si el receptor implicado en el
reconocimiento de Map es el receptor de tipo Toll 2 (TLR2), se enviaran sefiales inhibitorias
a las células y se evitard la acidificacion del fagosoma (Weiss y Souza, 2008;
Thirunavukkarasu y col., 2013). Lo mismo ocurre con el receptor CR3 del complemento.
Mientras que, si el patdgeno es reconocido a través del receptor para la fraccion cristalizable
(Fc) de anticuerpos (RFc), se produciran sefiales pro-inflamatorias y habra estallido
respiratorio (Abebe y Bjune, 2009).

Las micobacterias patogenas despliegan una serie de mecanismos destinados a evadir la
fagocitosis y sobrevivir dentro del macréfago. Por ejemplo, se demostré que cuando Map es
ingerido, se incrementan los fagosomas tempranos quedando en un estadio “inmaduro”, por
lo que éstos no se unen con el lisosoma ni se acidifican, y en consecuencia, no afecta la

viabilidad del patogeno (Hostetter y col., 2003; Weiss y Souza, 2008).
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Se sostiene que las células infectadas con patdgenos intracelulares sufren un proceso de
apoptosis, que favorece a la presentacion antigénica, sin embargo los resultados publicados
para Map son contradictorios. Varios investigadores describen que Map evita la apoptosis
celular a fin de limitar su deteccion por el sistema inmune (Weiss y Souza, 2008; Kabara y
Coussens, 2012). Por otro lado, el trabajo publicado por Periasamy y col. (2013) muestra un
incremento en la apoptosis de macréfagos infectados con Map.

La respuesta contra micobacterias también incluye la produccion de citoquinas pro- y
anti-inflamatorias. El TNFo es un importante mediador inflamatorio, inductor de la
destruccion de micobacterias, de la apoptosis de macréfagos infectados con Map y de la
formacion y mantenimiento de la estructura del granuloma (Lei y col., 2008; Weiss y Souza,
2008). En contraposicion, la interleuquina 10 (IL10) es un potente mediador anti-
inflamatorio, que disminuye/inhibe la activacion de macréfagos, su capacidad microbicida,
la secrecidn de citoquinas y la presentacion de péptidos tanto en macrofagos como en células
dendriticas. Cuando Map contacta con células fagociticas, induce rapidamente la expresion
de altas cantidades de IL10 mientras que la expresion de TNFa es minima (Weiss y Souza,
2008; Abendafio y col., 2014).

En cada foco infeccioso se genera un alto namero de microorganismos. Si la infeccién no
es contenida por la reaccion local o si hay fallas para desarrollar una respuesta inmune
efectiva dentro del sistema inmune asociado a mucosas (MALT), se desencadena un
recrudecimiento de la inflamacion y se expande la lesion. La emigracion de los macréfagos
infectados a partir del foco de lesion hacia el lumen intestinal generard que los animales
excreten Map resultando positivos al cultivo de muestras de materia fecal.

La respuesta inmune adaptativa durante el prolongado estadio subclinico se caracteriza
por el predomino de respuesta celular o perfil de linfocitos T (LT) helper 1 (LThl). La
respuesta T cumple dos papeles fundamentales en la proteccion contra Map: estimular a
macrofagos infectados para la destruccion de las micobacterias a través de la secrecion de
interferon gamma (INFy) por los LThl, y destruir a macréfagos y células dendriticas
infectados con Map, mecanismo que realizan los LT citotdxicos (LTc) efectores que migran
a los tejidos dafiados. A consecuencia del perfil de Thl desarrollado, numerosos LT (LThl
y LTc) acompafian a los macréfagos en la formacion del granuloma. Pero para que los LT
puedan alcanzar el tejido dafiado, resulta necesaria la respuesta pro-inflamatoria de los

macrofagos, que es generalmente inhibida por Map (Koets y col., 2015).

Tesis Doctoral Vet Bavbovo Ferndnoez

24



[ntrodmecién
[nmunopatogenio

En cuanto a los linfocitos B (LB), se observo un reducido namero en los linfonddulos
mesentéricos y tejido linfoide intestinal al inicio de la infeccion (asociado a la fuerte
respuesta celular). Ademas, los niveles de anticuerpos (Acs) especificos en este estadio
suelen ser bajos (Stabel, 2000) y el isotipo de inmunoglobulina (Ig) que predomina es el
IgG2 (Estes y Brown, 2002).

En el estadio de paratuberculosis clinica, la respuesta inmune cambia hacia el predominio
de respuesta humoral o perfil Th2. Por lo que los bovinos enfermos (con paratuberculosis
clinica) muestran altos niveles de Acs especificos principalmente del isotipo IgG1 (Abbas y
Riemann, 1988; Chiodini, 1996; Stabel, 2000; Estes y Brown, 2002). EI nimero de LB en
sangre periférica se identifica elevado en la paratuberculosis clinica avanzada pero la
capacidad de proliferacion frente a Map se encuentra disminuida (Waters y col., 1999;
Stabel, 2000). Estos hallazgos pueden estar relacionados a una regulacion negativa de la
respuesta o a que los LB especificos a Map se encuentren ubicados en los tejidos dafiados.

Con la progresién de la paratuberculosis, se describe el incremento en la expresion de
citoquinas anti-inflamatorias como ser la IL10 y el factor de crecimiento transformante 3
(TGFB) mientras que se regula la expresion de INFy (Koets y col., 2015). Ademas, Subharat
y col. (2012) detectaron una asociacion negativa entre la produccién de IL10 y la severidad
de la paratuberculosis en bovinos infectados experimentalmente.

Koets y col. (2001) estudiaron los isotipos de Igs especificos frente a diversos antigenos
de Map y sélo detectaron el patron descripto por Estes y Brown (2002) cuando se utiliz6 el
derivado proteico purificado (PPD) de Map (PPDp) como antigeno.

Si bien se describe la existencia de distintos estadios en la paratuberculosis caracterizados
por dos perfiles de respuesta inmune excluyentes (Thl y Th2), esto constituye una
simplificacion de la inmunopatogenia. Mas aun, Ganusov Yy col. (2015) estudiaron animales
experimentalmente infectados e identificaron respuesta inmune celular y humoral especifica
de manera simultanea en la mayoria de los bovinos (14/20). Ademés, Koets y col. (2002)
evidenciaron un predominio de la respuesta inmune humoral sobre la celular en algunos
bovinos con paratuberculosis subclinica y clinica.

Se demostrd la participacion de otras células inmunes en la respuesta contra Map.
Dudemaine y col. (2014) sugieren la participacion del LT helper 17 (LTh17) y proponen el
reemplazo del denominado perfil Th2 por el perfil inflamatorio Th17 (dado que hallaron

incrementos en la secrecion de la interleuquina 17 (IL17) en estadios avanzados de la
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paratuberculosis). La inflamacion de tejidos producidos por esta citoquina durante un
periodo de tiempo prolongado, junto con la invasién de grandes cantidades de células del
sistema inmune, serian los principales responsables de la pérdida de la funcion tisular.

Algunos autores indican la participacion de LT reguladores (LTreg) en la progresion de
la patologia hacia el estadio clinico y sostienen que los LT CD4+ CD25+ Foxp3+
corresponden a los LTreg y que inducen una respuesta anti-inflamatoria mediante la
secrecion de IL10 y del TGFpB (de Almeida y col., 2008; Coussens y col., 2012). Mientras
que, Hoek y col. (2009) sefialan que los LT CD4+ CD25+ no muestran una actividad
supresora en bovinos.

Los LT gamma delta (LTy3) representan a la poblacion celular mas numerosa presente
en sangre bovina, alcanzan el sitio de entrada de Map previo a los LT CD4+ (Plattner y col.,
2012) y secretan INFy para inducir una respuesta celular contra las micobacterias. Sin
embargo, también se ha descripto que los LTyd (WC1.1+ y WC1.2+) actlan de manera
regulatoria mediante la secrecion de IL10 (Hoek y col., 2009).

Se considera a la respuesta inmune celular como fundamental para el control de la
paratuberculosis (Stabel, 2000; Koo y col., 2004), sin embargo es también la responsable de
generar la hipersensibilidad de tipo IV. Por lo tanto, se cuestiona si la inmunidad celular sola
es suficiente para proteger al huésped de la infeccion o es la causante de la patologia y
signologia clinica. Diversos estudios muestran que los Acs juegan un papel importante en la
respuesta inmune frente a patégenos intracelulares (lgietseme y col., 2004) y micobacterias
(Glatman-Freedman, 2006; Joller y col., 2010). de Valliere y col. (2005) demostraron que al
opsonizar M. bovis bacillus Calmette-Guérin (BCG) con Ac de pacientes humanos
vacunados (con BCG) se incrementa la asociacion y la ingestion de la micobacteria por
células fagociticas, se disminuye la viabilidad de las bacterias fagocitadas, y se aumenta la
cantidad de LT productores de INFy y la desgranulacion de LTc. Experimentos in vivo con
micobacterias sefialan un aumento en la formacion de granulomas, disminucién en las
unidades formadoras de colonias (UFC) y mayor supervivencia de ratones tratados con Ac
monoclonales (Teitelbaum y col., 1998; Williams y col., 2004; Abebe y Bjune, 2009).

Son pocos los trabajos que evaluaron la funcionalidad de Acs en la respuesta contra Map.
En un modelo in vitro, Hostetter y col. (2005) demostraron que al opsonizar Map con sueros

inmunes inactivados por calor, disminuye la viabilidad de las bacterias ingeridas.
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Nuestro grupo estudid el papel de Acs especificos de bovinos en la respuesta de
macrdfagos frente a Map. Los resultados mostraron incrementos en la asociacion de Map-
macrdfagos bovinos, en la induccion de factores relacionados con la activacion celular y la
formacion del granuloma y disminucion en la viabilidad intracelular de Map (Mundo y col.,
2008; Jolly y col., 2011).
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Epidemiologia
Animales susceptibles

Los terneros dentro del primer afio de vida son los més susceptibles a la infeccion, siendo
los primeros dias los méas criticos (Windsor y Whittington, 2010). Esto se asocia con la
presencia de mayores cantidades de placas de peyer ileales transitorias en este periodo, que
proporcionan un mayor nimero de células M (Koets y col., 2015). Los bovinos de 12 meses
e incluso mayores pueden infectarse dependiendo principalmente de la carga bacteriana
ingerida y el nimero de exposiciones (Clarke, 1997; Windsor y Whittington, 2010). La dosis
infectiva para neonatos es probablemente menor a la de los adultos (Manning y Collins,
2010b). Ademas, los animales que habitan en un medio con elevada contaminacion
ambiental tendran mayor riesgo potencial de infectarse con Map debido a la constante
exposicion al agente.

Se ha demostrado que la diversidad genética de los bovinos huéspedes influye en la
susceptibilidad a Map. Son muchos los genes estudiados y los que adn restan por evaluar. A
modo de ejemplo, se pueden citar los correspondientes a los receptores de reconocimientos
de patrones (PRR): el receptor de tipo Toll 4 (TLR4; Sharma y col., 2015) y la dectina 1
(receptor de lectina, Pant y col., 2014), asi como también al gen CD209 (Vazquez y col.,
2014). En cuanto al NOD2 (que tiene como funcion principal unirse al muramil dipéptido
de las bacterias), existen resultados contradictorios y pareceria ser relevante en bovinos cruza
Brahman por Angus (Kirkpatrick, 2010).

Otros factores de riesgo o predisponentes: los sistemas de produccidn intensiva, los suelos
acidos, la presencia de factores de estrés, la alimentaciéon deficiente y la existencia de
enfermedades inmunosupresoras concomitantes han sido identificados. La raza y el sexo no
se han descripto como factores predisponentes. Sin embargo, los diferentes manejos ligados

al sexo podrian impactar sobre la incidencia de la patologia (Clarke, 1997).

Fuente de infeccion

La principal fuente de infeccidn en un rodeo son los animales que excretan Map al medio
ambiente principalmente a través de la MF. Los bovinos infectados atraviesan un
prolongado estadio subclinico durante el cual pueden eliminar bajos niveles de Map y de
manera intermitente. Los animales subclinicos excretan Map hasta 18 meses previos a la

manifestacidn de los signos. Mientras que los bovinos infectados en estadio clinico, excretan
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generalmente grandes cantidades (hasta 102 UFC / g de MF) y en forma constante de Map
a través de las heces (Chiodini y col., 1984a). EI Map también puede ser eliminado a través
del calostro y leche. La proporcion de vacas que excretan Map por MF y que también lo
hacen a través de la leche es baja. Sin embargo, los niveles en leche parecerian estar
relacionados con la excrecion fecal y la progresion de la patologia de subclinicos a clinicos
(Taylor y col., 1981; Sweeney y col., 1992; Barkema y col., 2010).

Map es un microorganismo muy resistente ya que puede sobrevivir en el suelo hasta un
afio (Whittington y col., 2004), mientras que en el agua puede resistir durante un periodo de
tiempo mas prolongado (Whittington y col., 2005). Se ha descripto que factores ambientales
como la temperatura, la humedad, el pH vy la intensidad de radiacién ultravioleta afectan su
sobrevida fuera del animal (Chiodini y col., 1984a).

Transmision

La principal via de ingreso del patdgeno al organismo es la oral. Los animales susceptibles
ingieren calostro o leche contaminados o succionan pezones contaminados con MF
proveniente de la misma hembra o de otro animal infectado. Los bovinos también pueden
infectarse a través del consumo de forraje o agua contaminados, lo cual suele ser frecuente
en rodeos con una elevada proporcion de animales infectados (Chiodini y col., 1984a;
Diéguez y col., 2008). Ademas, se demostrd la transmision entre terneros (Benedictus y col.,
2008) y a traves de aerosoles (Eisenberg y col., 2011).

Si bien la transmision horizontal es la principal via de contagio, también se ha identificado
la transmisién vertical; Whittington 'y Windsor (2009) informaron que los porcentajes de
fetos infectados a partir de hembras con paratuberculosis subclinica y clinica son de entre el
9y 39 %, respectivamente. Pribylova y col. (2013) identificaron a Map por PCR a partir de
lavaje vaginal en el 75 % de hembras bovinas positivas al cultivo de muestras de MF.
Ademas, se ha demostrado la excrecion de Map por semen de toros infectados tanto en el
estadio clinico como en el subclinico. Y dado que Map es resistente a los antibidticos
utilizados y al proceso de congelacién, la inseminacion artificial se propuso como otra via

alternativa de transmision (Ayele y col., 2004; Khol y col., 2010).
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Diagnostico

La identificacion de bovinos infectados con Map representa un desafio para los
veterinarios debido a las caracteristicas del agente y a la respuesta inmune que induce. Esto
dificulta arribar a un diagnostico certero, por lo que se requiere de la combinacion de varias
estrategias. Los bovinos en estadios tempranos son los mas dificiles de detectar.

Teniendo en cuenta que en un rodeo infectado con Map, los animales estan expuestos al
patdgeno, se esperaria que la mayoria se encuentren infectados. Sin embargo, ésto no es lo
que se observa con los métodos diagndsticos existentes. Por cada vaca (nacida en ese
establecimiento) con paratuberculosis clinica y con diagnostico positivo, es probable que
otros 15 - 25 bovinos del rodeo estén infectados con Map en estadio subclinico (Whitlock,
1992); s6lo del 25 al 30 % de estos animales infectados subclinicos podrian ser detectados
mediante las metodologias diagnosticas disponibles (Whitlock, 2009). A este hecho se lo
conoce como “fendmeno iceberg”, ya que unos pocos de los bovinos infectados
(generalmente en estadio clinico, “punta del iceberg™) pueden ser diagnosticados mediante
la utilizacion de los métodos tradicionales (Figura 3). Mientras que, la mayoria de los
animales con paratuberculosis, se encuentran en la “base del iceberg” y no son identificados

como infectados.
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Figura 3. Fenémeno “iceberg”. El bovino con paratuberculosis clinica (estadio IIT) representa la
"punta del iceberg” mientras que los bovinos que no muestran signos clinicos pero que pueden
excretar pequefias cantidades y de manera intermitente de Map a través de MF corresponden al
estadio II de la paratuberculosis. Por tltimo, la “base del iceberg” estd simbolizada por los bovinos

en el estadio | (no presentan signos clinicos ni diseminan la bacteria).

Anamnesis y diagnostico clinico

Por las caracteristicas de la patologia, resulta relevante analizar los antecedentes del rodeo
con respecto a la paratuberculosis.

El diagnostico clinico solo involucra a los animales que estan en un estadio avanzado de
la paratuberculosis y por lo tanto se detectan principalmente bovinos adultos.

Los signos caracteristicos son: diarrea crénica intermitente, profusa y hasta liquida,
asociada a la mala absorcion de nutrientes, a la pérdida de peso, al edema submandibular, a
la colecta liquida en cavidades corporales, a la disminucion en la produccion tanto lactea
como carnica, a la caquexia y hasta a la muerte. Por ser los signos de la paratuberculosis
inespecificos, se debe proceder a realizar el diagnostico diferencial con otras enfermedades
que generan signos similares como son el parasitismo gastrointestinal, la peritonitis cronica,
la amiloidosis renal, el linfosarcoma, la insuficiencia renal, la deficiencia de cobre, la
desnutricion, y otras enfermedades infecciosas cronicas, como por ejemplo: la tuberculosis

intestinal, la leucosis y la salmonelosis cronica.
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Diagnostico histopatoldgico

La lesion caracteristica de la paratuberculosis es la inflamacion granulomatosa de
intestino y linfonddulos asociados (Clarke, 1997).

Las lesiones macroscopicas se observan casi exclusivamente en los casos de
paratuberculosis clinica. El engrosamiento de la mucosa intestinal es el principal signo
macroscopico; el ileon y valvula ileocecal son los sitios cominmente afectados aunque
puede distribuirse en todo el intestino. La mucosa adopta un parecido a las circunvoluciones
de la corteza cerebral. Este aspecto denominado ‘“cerebroide”, es tipico de la
paratuberculosis y se caracteriza por el desarrollo de pliegues que no desaparecen al estirar
la mucosa. En los linfonddulos mesentéricos suele observarse linfadenomegalia acompafiada
de linfangitis y linfagiectasia de los vasos linfaticos correspondientes (Clarke, 1997). Las
lesiones macroscopicas en el estadio subclinico son no especificas, sutiles o se encuentran
ausentes (Buergelt y col., 1978).

Se describen los siguientes tipos de lesiones histopatoldgicas (Gonzélez y col., 2005):

-Focal: estdn formados por pequefios granulomas demarcados que se ubican en ileon
distal y linfonddulos ileales y yeyunales. Las células que predominan son macrofagos (5 —
30 / granuloma), células gigantes de tipo Langhans (cgL) y pequefias cantidades de
linfocitos. Estas lesiones se asocian con el estadio temprano (subclinico) y son las lesiones
mas frecuentemente halladas.

-Multifocal: presentan similares caracteristicas y ubicacién a las lesiones focales pero
ademas se detectan cgL dispersas en las vellosidades intestinales y linfonddulos, rodeadas
de linfocitos y células plasmaticas. Si bien se hallan numerosas lesiones intestinales, la
cantidad no alcanza como para generar lesiones difusas y modificar la arquitectura normal
del tejido.

-Difusa: consisten en lesiones granulomatosas severas. Muchas zonas del intestino
presentan infiltrado inflamatorio, que genera el engrosamiento de la pared. Ademas, las
vellosidades intestinales se muestran alteradas. Generalmente se lo relaciona con el estadio
clinico de la paratuberculosis bovina. Existen tres subtipos:

-Multibacilar: las células predominantes en estas lesiones son macro6fagos y cglL.
Ademas, gran cantidad de bacilos acido alcohol resistentes son identificados en el interior

de macréfagos.
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-Linfocitica o paucibacilar: los linfocitos son las células predominantes, y se
pueden observar algunos macréfagos y cglL. Generalmente se evidencian poca cantidad de
micobacterias. Este tipo de lesiones son las menos identificadas.

-Intermedia: tanto los linfocitos como los macrofagos son las células

caracteristicas en estas lesiones.

Diagnostico etioldgico
Cultivo

El aislamiento del agente mediante el cultivo seguido de la identificacion por PCR
representa la prueba de oro. Esta metodologia es cara, engorrosa y lenta (requiere 6 meses
de incubacion; de Juan y col., 2006). El aislamiento de Map se puede realizar a partir de
muestras de MF, calostro, leche y tejidos (OIE, 2014). Teniendo en cuenta que las muestras
en estudio se encuentran densamente cargadas de otros microorganismos (principalmente las
de MF) y que Map requiere para su desarrollo de medios enriquecidos y periodos
prolongados de tiempo, se debe realizar la decontaminacion previo al cultivo mediante el
tratamiento con agentes antibacterianos. Entre ellos, se encuentra el cloruro de
hexadecilpiridinio (HPC; Merkal, 1984), que es el més utilizado y recomendado (Dundee y
col., 2001). Este procedimiento impacta sobre la viabilidad, recuperacion y crecimiento de
las micobacterias (Whittington, 2010). A pesar de la decontaminacion y el agregado de
antibidticos y antifungicos al medio del cultivo, es comun el desarrollo de microorganismos
contaminantes que compiten por nutrientes y espacio con el Map, lo que dificulta y, en
muchos casos, imposibilita el diagndstico.

Map es un microorganismo muy exigente para su crecimiento por lo que para realizar
primo-aislamientos se requiere de la utilizacion de medios de cultivo enriquecidos con
piruvato de sodio y micobactina J. El piruvato de sodio se utiliza para estimular el
crecimiento de Map y compensar los efectos inhibitorios generados por los antibidticos,
mientras que la micobactina es un siderdforo que le permite a la micobacteria captar el hierro
(Whittington, 2010).

Las colonias de cepas C de Map aparecen entre las 5 semanas y 6 meses en medio Herrold
con huevo y suplementado con piruvato y micobactina J. Son pequefias, convexas y de
coloracion brillosa entre transparentes a blanquecinas. Con el tiempo, las colonias aumentan

de tamafio, se vuelven opacas y de coloracion entre blanco crema a beige, y desarrollan
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ademas, morfologia mamillada. Las micobacterias saproéfitas tienen una apariencia similar y
pueden desarrollar en los mismos medios de cultivos, sin embargo aparecen a los 5 - 7 dias
de incubacion (OIE, 2014).

El cultivo de muestras de MF es ampliamente utilizado por requerir de una muestra facil
de tomar y por permitir aislar al patogeno. La especificidad es del 100 % (Nielsen y Toft,
2008; Sweeney y col., 2014). Sin embargo, se ha descripto la existencia de animales falsos
positivos en rodeos con alta carga ambiental de Map. Estos resultados corresponderian a
micobacterias que fueron ingeridas y que atravesaron el trayecto digestivo sin penetrar el
tejido intestinal (Fecteau y Whitlock, 2010).

La sensibilidad del cultivo de muestras de MF es variable segun: el tratamiento de
decontaminacion, el medio de cultivo, asi como los niveles de Map en las muestras de los
animales. En este sentido, la excrecion a través de la MF es intermitente (principalmente en
el estadio subclinico), por lo que su cultivo permite detectar principalmente a animales
infectados en estadios avanzados. Nielsen y Toft (2008) indicaron que el cultivo de muestras
de MF posee una sensibilidad variable que oscila entre el 23 y el 70 %, en general para todos
los estadios de la patologia, y del 70 % cuando se evaltan bovinos con paratuberculosis
clinica. Por su parte, Sweeney y col. (2014) identificaron una sensibilidad del 49 % para el
cultivo de muestras de MF de bovinos provenientes de rodeos infectados. Con respecto al
limite de deteccidn, se requiere de al menos 100 UFC de Map / g de MF para poder lograr
un cultivo positivo (Merkal, 1970). Por lo tanto, la utilizacion de esta técnica para confirmar
la ausencia de infeccidn por Map en animales es limitada (Collins y col., 2005).

La existencia de bovinos super-excretores, que eliminan mas de 10.000 UFC de Map por
gramo de MF, representa un riesgo potencial en la transmision a otros miembros del rodeo.
Estos animales son escasos en nimero, representan entre 2 'y 3 % de los cultivos positivos
en los rodeos, y son ademas, faciles de diagnosticar. La mayoria (aproximadamente el 80 %)
de los animales en un rodeo infectado corresponden a bovinos bajos (Collins y col., 2005) y
medianos excretores (Whitlock y col., 2000). Dado que los neonatos pueden infectarse con
pequefias cantidades de Map (1 X 10" UFC; Sweeney y col., 2006), la deteccion de animales
eliminadores de bacterias representa una clave extremadamente importante para prevenir la
transmision (Huda y col., 2004; Eda y col., 2006).
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El prolongado periodo de tiempo necesario para obtener un resultado y el riesgo de
contaminacion hacen que el cultivo sea una prueba de diagnostico poco préctica para ser
empleada como tamiz en forma rutinaria.

Map se excreta a través de la leche de animales infectados por lo que también se puede
proceder su cultivo. Los niveles de eliminacion de Map por leche son bajos y, de forma
similar a lo descripto en muestras de MF, aumentan con la progresién de la patologia (Taylor
y col., 1981; Sweeney y col., 1992). Los bovinos con paratuberculosis subclinica excretan
solo entre 2 y 8 UFC / 50 mL de leche (Sweeney y col., 1992), mientras que en estadio
clinico eliminan como maximo 100 UFC / mL (Taylor y col., 1981; Giese y Ahrens, 2000).

En aquellos casos en los que se practica la necropsia del animal, el cultivo de tejidos
intestinales, principalmente del ileon y jejuno distal, y de linfonddulos asociados a los
mismos, representan las mejores muestras para aislar a Map y poder realizar un diagnostico

etioldgico (Sweeney y col., 2006).

Técnicas moleculares

La utilizacion de la PCR para la deteccion directa de Map en una muestra biologica no es
una alternativa practica para ser aplicada en el diagnostico de rutina por sus altos costos y su
baja sensibilidad (Grant y col., 1998; Nielsen y col., 2001). Sin embargo, su empleo con el
fin de confirmar la identidad bacteriana a partir de un cultivo muestra una sensibilidad del
100 % (Manning y Collins, 2001). La principal ventaja de la PCR es gque otorga un pronto
resultado. Sin embargo, existen factores inhibidores de la Taqg polimerasa en las muestras
bioldgicas (sangre, leche, MF y tejidos), por lo que se requiere de la aplicacién de alguna
técnica de purificacion (OIE, 2014). En la actualidad, existen varias metodologias que
permiten resolver este inconveniente otorgando buenos resultados; uno de ellos consiste en
realizar una inmuno-captacion del Map previo a la realizacion de la PCR. Esta metodologia
permite no sélo eliminar a los inhibidores de la PCR sino también concentrar a la
micobacteria. De esta manera, su aplicacion impacta sobre la sensibilidad de la metodologia
(100 vs. 23 %, para inmuno-captacion seguido de PCR y PCR directa, respectivamente;
Grant y col., 2000). Nuestro equipo de trabajo ha desarrollado una técnica de captacién de
Map a partir de leche bovina mediante la utilizacién de perlas inmunomagnéticas

sensibilizadas con Acs monoclonales y policlonales especificos contra Map seguido de la
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identificacion del ADN bacteriano mediante la amplificacion por PCR (Mundo y col., 2013;
Gilardoni y col., en prensa).

La utilizacion de las nuevas tecnologias como el PCR en tiempo real presenta varias
ventajas por sobre la PCR en tiempo final como mayor sensibilidad y la posibilidad de
cuantificar la cantidad aproximada de bacterias pero los costos de insumos y de

equipamiento hace que aln no sea utilizada de rutina (Rodriguez-Lazaro y col., 2004).

Diagnostico inmunoldgico

El diagnostico indirecto de la paratuberculosis se puede realizar mediante el estudio de la
respuesta inmune. Las metodologias que pueden aplicarse varian segun el estadio de la
patologia en el que se encuentre el animal, dado que inicialmente se describe un predominio
de la respuesta inmune celular, mientras que la respuesta humoral es caracteristica en
estadios avanzados.

Teniendo en cuenta la similitud antigénica entre micobacterias, que incluyen
microorganismos apatdgenos y patogenos, se debe diferenciar si la respuesta detectada es
inducida por Map u otro microorganismo para evitar la obtencion de resultados falsos

positivos.

Evaluacion de la respuesta inmune celular

Se describe un predominio de la respuesta inmune celular en el estadio subclinico, por lo
que la aplicacion de las metodologias de intradermorreaccion (IDR, in vivo) y de produccion
de IFNy (ex vivo) permiten arribar al diagnéstico de paratuberculosis. Sin embargo, la
interpretacion de los resultados es dificultosa dado que estas técnicas han demostrado ser
muy variables y poco especificas. Los antigenos que se utilizan son: el PPD de Maa (PPDa)
0 PPDp; los cuales no son especificos, dado que los animales pueden sensibilizarse por
cualquier agente del complejo de M. avium y reaccionar en forma cruzada (OIE, 2014).

Un estudio demostrd que la inoculacion intradérmica de PPDp en bovinos tiene una
especificidad del 89 % utilizando el valor de corte (VC) > 2 mm, del 91 % para el VC >3
mm y del 94 % para el VC >4 (Kalis y col., 2003). Sin embargo, no se evalud la influencia
de esos distintos VCs en la sensibilidad de la metodologia (OIE, 2014). Ademas, se ha
identificado que el rendimiento de estas pruebas pueden estar afectadas por minimas

modificaciones antigénicas que existieran entre las distintas series de produccion del
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antigeno (Kalis y col., 2003). Las similitudes antigénicas entre micobacterias producen que
la infeccion por M. bovis interfiera en el diagnostico de paratuberculosis, especialmente en
la prueba de intradermorreaccion (Bezos y col., 2012). La prueba de IDR posee una
desventaja que corresponde a la necesidad de sujetar en dos momentos a los animales: el
primero, para la inoculacion, y 72 hs después, para realizar la lectura. Esto incrementa el
estrés sometido a los mismos, asi como también los costos para el pago de honorarios a
veterinarios y peones.

La evaluacidn de la produccion especifica de IFNy por linfocitos periféricos provenientes
de animales infectados (ex vivo) permite que los animales pasen una sola vez por la manga
a fin de obtener las muestras de sangre. Existe una prueba comercial diagndstica de la
tuberculosis bovina (Bovigam, Prionics, Zurich, Suecia) que es ampliamente utilizada a
nivel mundial para diagnosticar a la paratuberculosis en bovinos, pero no esta validada para
esta patologia (OIE, 2014).

La especificidad descripta de la prueba de IFNy en bovinos para el diagnostico de
paratuberculosis es de entre 67 y 95 % Yy la sensibilidad del 13y 85 % (Kalis y col., 2003,
Paolicchi y col., 2003; Huda y col., 2004; Nielsen y Toft, 2008).

Si bien se describe que la evaluacion de la respuesta inmune celular especifica permitiria
identificar animales sospechosos de paratuberculosis subclinica, la aplicacion de la prueba
de TFNy a rumiantes jovenes menores a 2 afios no es confiable debido a que estos animales
producen altas cantidades de IFNy de manera espontanea (Billman-Jacobe y col., 1992). El
otro inconveniente que presenta esta técnica es que, al trabajarse con la funcién biol6gica de
células, se deben procesar las muestras de sangre dentro de las 8 hs de obtenidas. Por lo cual
resulta necesario contar con algun laboratorio cercano al establecimiento que posea equipos

necesarios para el cultivo celular.

Serologia
En cuanto a las técnicas serologicas disponibles, el ELISA es la méas sensible y especifica

(OIE, 2014). El ELISA es muy utilizado dado que presenta grandes ventajas sobre otras
metodologias diagndsticas: requiere una sola visita al establecimiento y una sola sujecion de
los animales, las muestras pueden ser congeladas (facilitando de esta manera el transporte,
la automatizacion de la prueba y su repetitividad), y se pueden evaluar muchas muestras al

mismo tiempo de manera rapida, econdmica y con alto rendimiento.
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Se describe una relacion directa entre la excrecion fecal de Map y los niveles de Acs
séricos (Ganusov Y col., 2015) y la sensibilidad del ELISA (Sweeney y col., 1995; Kalis y
col., 2002; Collins y col., 2005). Se estimé que el 30 — 40 % de los bovinos positivos al
cultivo de muestras de MF también se detectan mediante el ELISA (Whitlock y col., 2000).

Un estudio realizado en Australia demostré que la sensibilidad del ELISA en bovinos de
2,3y 4 afos de edad fue del 1, 9 y 12 %, respectivamente; mientras que en bovinos de mayor
edad, la sensibilidad fue de entre el 20 y 30 % (Jubb y col., 2004). Nielsen y Toft (2008)
revisaron la bibliografia publicada sobre las herramientas diagnosticas disponibles para
paratuberculosis e informaron que la sensibilidad del ELISA en bovinos varia entre el 7 y
94 %. El amplio rango de sensibilidad se debe a la utilizacion de distintos reactivos,
principalmente de antigenos, asi como también a las distintas categorias de animales
incluidas en el estudio.

A fin de eliminar la reactividad cruzada frente a otras micobacterias, Yokomizo y col.
(1985) propusieron un proceso de pre-adsorcion de los sueros con M. phlei. Este
procedimiento disminuye los resultados falsos positivos y aumenta la especificidad del
ELISA (Scott y col., 2010). Segun Nielsen y Toft (2008), la especificidad del ELISA varia
entre el 40 — 100 % de acuerdo con los reactivos utilizados y con las categorias de animales.

Existen varios antigenos que pueden utilizarse en el ELISA, sin embargo el antigeno
protoplasmatico de Map (PPA) es el recomendado por la OIE (2008) y el més utilizado a
nivel mundial (Gilardoni y col., 2012; OIE, 2014). EI PPA corresponde a los antigenos
protoplasmaticos o intra-citoplasmaticos solubles de Map y se obtienen a partir de realizar
la destruccion de la bacteria y la remocion de los restos de pared (OIE, 2008; Bannantine y
col., 2010). Este antigeno se ofrece a nivel comercial (Allied Monitor Laboratories Inc.,
Fallete, Misuri, USA). Diversos autores plantearon la necesidad de identificar nuevos
antigenos a fin de mejorar el diagndéstico (Eday col., 2006; Speer y col., 2006; Scott y col.,
2010; Mikkelsen y col., 2011). La utilizacion en ELISA de antigenos de superficie de Map
obtenidos por tratamiento con etanol mostraron una sensibilidad (94 — 97 %) y una
especificidad (100 %) altas (Eda y col., 2006; Speer y col., 2006; Scott y col., 2010).

Nielsen y Toft (2008) resumieron los datos de sensibilidad y especificidad para algunos
ELISAs comerciales a partir de trabajos publicados hasta ese momento (Tabla 1). Como
puede verse, estos ELISAs comerciales son sensibles para detectar a los bovinos con

paratuberculosis clinica (77 - 87 %).
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ELISA " Bovinos excretores Bovinos con
0
comercial de Map por MF paratuberculosis clinica
Sensibilidad 24 — 74 87
Herdcheck
Especificidad 83 -98 -
Sensibilidad 24 -84 77
Paracheck
Especificidad 98 - 99 -
Sensibilidad 28 -
Pourquier
Especificidad - -

Tabla 1. Sensibilidad y especificidad de tres ELISAs comerciales. Tabla adaptada de Nielsen y Toft
(2008). La sensibilidad y la especificidad estan expresadas en porcentaje (%) para cada categoria de
bovinos en estudio. ELISAs comerciales: Herdcheck (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, USA);
Parachek (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA); Pourquier

(Instituto Pourquier, Montpellier, Francia).

IDEXX desarrollé un nuevo kit de ELISA (IDEXX Mycobacterium paratuberculosis
Antibody Test Kit) que en suero tiene una sensibilidad del 51,4 % y una especificidad del
99,3 %. Otro kit de ELISA nuevo (Bovicheck Map ELISA kit, Biovet, Saint-Hyacinthe,
Canada) que utiliza antigenos obtenidos por tratamiento con etanol, informa que la

sensibilidad y especificidad son del 86,7 y 98,9 %, respectivamente.

Existen ELISAs comerciales que permiten estudiar los niveles de Acs especificos en
muestras de leche. La especificidad de esta metodologia es similar a las de las pruebas séricas

mientras que la sensibilidad es algo menor (OIE, 2014).

Prevalencia

La paratuberculosis es una enfermedad endémica a nivel mundial; y es probable que todos
los paises que utilizan rumiantes como parte de su produccion agropecuaria estén infectados
con Map. La prevalencia de esta patologia se encuentra subestimada por la dificultad
diagnostica y varia en funcién del area geografica, el tamafio de la muestra, el grupo etario
y la metodologia diagnostica empleada.

Para estudiar la prevalencia en los rodeos y con el fin de reducir costos, se propone la

evaluacion de muestras de MF en grupos o pooles de méas de un animal. La agrupacion de

Tesis Doctoral Vet Bavbovo Ferndnoez

349



|ntrodunceidn
Eptdemiologia

muestras de 5 bovinos presenta alta correlacion con el cultivo de muestras de MF individual
(Wells y col., 2003). Tavornpanich y col. (2008) proponen la realizacion del cultivo de 6
muestras de MF obtenidas del medio ambiente para determinar si un rodeo esta infectado
con Map; sin embargo, esta practica puede fallar en rodeos con baja prevalencia. La
evaluacion de leche de tanque permite estudiar al rebafio en su conjunto. Sin embargo, se ha
descripto que su andlisis por cultivo, PCR y ELISA es poco sensible (Barkema y col., 2010;
Sweeney y col., 2012).

Varios autores sugieren que la prevalencia de la paratuberculosis esta aumentando, pero
las estrategias de muestreo y de metodologia aplicadas en una misma regién difieren entre
los estudios disponibles (Barkema y col., 2010). Este incremento en la prevalencia podria
estar relacionado con:

- los altos niveles productivos exigidos a bovinos en la actualidad, que podrian generar el
estrés desencadenante de la progresion de la patologia.

- el uso de nuevas metodologias diagnosticas (mas sensibles).

- la evaluacion de otras categorias de animales (como bovinos jovenes).

El Servicio Nacional de Monitoreo de Sanidad Animal de los Estados Unidos (National
Animal Health Monitoring System, NAHMS) evalu6 establecimientos lecheros ubicados en
los principales 17 estados lacteos, que representan al 80 % de las operaciones lecheras y al
83 % de los bovinos del pais. EI 68 % de los rodeos lecheros tuvieron por lo menos un cultivo
ambiental positivo. La prevalencia a nivel de rodeo aumenté con el tamafio del rodeo
(ndmero de bovinos / rodeo): 63, 75 y 95 % para los rodeos con < 100, 100 - 499 y > 500
vacas, respectivamente (NAHMS, 2007). A partir de este estudio, sumado a datos
holandeses, se concluy6 que la prevalencia de la infeccion por Map es probablemente mucho
mayor que el 50 % en la mayoria de los paises con una industria lechera importante (Barkema
y col., 2010).

En Europa se estima que la prevalencia individual es del 3 al 20 % y a nivel de rodeo es
mayor al 50 % (Nielsen y Toft, 2009).

Australia presenta bajos niveles de seroprevalencia a nivel de rodeos bovinos: 17 % para
los rodeos lecheros y 0,05 % para los rodeos carnicos (Sergeant y col., 2012)

Existen pocos datos acerca de la situacion epidemioldgica en América latina. En el sur de

Chile se describio una prevalencia de rodeos bovinos lecheros del 27 y 49 % evaluados por
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cultivo de muestras de MF obtenida del medio ambiente y por PCR en tiempo real de leche
de tanque, respectivamente (Kruze y col., 2013).

Los datos publicados en Argentina son parciales y escasos, sélo tres relevamientos
aportan datos de seroprevalencia: uno realizado en Sampacho (suroeste de la provincia de
Cordoba), en el que se describié una prevalencia serologica del 0,3 % en animales y un 5,3
% en establecimientos (Magnano y col., 2002); otro realizado en rodeos de cria de la Cuenca
del Salado (provincia de Buenos Aires) en el que se informa una seroprevalencia entre 7,2 y
19,6 % (Paolicchi y col., 2004); y el tercero en rodeos lecheros de la provincia de Corrientes,
en el que se detecto una seroprevalencia individual del 7,6% (Martinis Mercado y col., 2014).

El Laboratorio de Bacteriologia del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) de Balcarce, a cargo del Ms. Fernando A. Paolicchi, estudio 114.833 sueros bovinos
de distintas regiones de la Argentina e indicd una seroprevalencia individual del 7,9 %.
Ademas, evaluaron como impacta el sistema de produccién y detectaron una seroprevalencia
del 7 % en los rodeos de cria mientras que en los lecheros fue del 17,1 % (Paolicchi,
Comunicacion personal).

En la Figura 4 se muestra los paises que reportaron la paratuberculosis (en animales
domésticos y silvestres) a la OIE en el semestre comprendido entre Enero y Julio de 2015
(OIE, 2015).
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Figura 4. Mapa de distribucion de la paratuberculosis: periodo de Enero — Junio de 2015 para

animales domésticos y silvestres (OIE, 2015).
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Control de la paratuberculosis

El control de la paratuberculosis es sumamente engorroso y requiere del desarrollo de
programas de control sustentados por el gobierno para proporcionar ayuda logistica,
administrativa y financiera. Solo Estados Unidos, Australia y varios paises de Europa

(Figura 5) cuentan con estos programas.

Paises con programas
nacionales o regionales
Paises sin programas
nacionales

Paises con  algun
programa regional
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Figura 5. Paises europeos que cuentan e implementan programas de control de la paratuberculosis.
Imagen modificada de Nielsen (2009).

Algunas de las estrategias sugeridas para el control de la paratuberculosis en el ganado
bovino son:
1- Prevenir nuevas infecciones: introducir cambios en el manejo.
2- Eliminar animales infectados: aplicar pruebas diagnosticas para su deteccion.
3
4

Reemplazo con animales certeramente no infectados.

Mejorar la resistencia a la paratuberculosis.
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1- Prevencion de nuevas infecciones

Considerando que el parto y la lactancia son dos momentos estresantes para las hembras
que podrian inducir al avance de la patologia hacia el estadio clinico, y que las madres
estarian en contacto con los animales més susceptibles a la infeccion (neonatos), se deben
implementar buenas préacticas de limpieza y desinfeccion de las instalaciones. Se recomienda
ademads, ubicar en potreros “limpios” (que no hayan albergado a animales adultos ni
sospechosos de estar infectados con Map) a las madres prontas a parir asi como también a
terneros neonatos y jovenes. El aislamiento espacial es necesario para evitar el riesgo de
transmision por aerosoles.

Otras sugerencias son: separar tempranamente a los terneros de sus madres y alimentar a
neonatos con calostro/leche de sus madres, de madres sustitutas o de bancos libres de Map.
Ademas, el calostro y la leche de reemplazo deben ser pasteurizados (65,5°C durante 30
minutos o0 72°C durante 15 segundos) a fin de disminuir el riesgo de transmision. Sin
embargo, es de considerar que el proceso de pasteurizacion disminuye el riesgo de infeccion
de los terneros, pero no lo elimina totalmente (Chidini y Hermon-Taylor, 1993; Grant y col.,
1996). Algunos autores proponen la utilizacién de plasma en reemplazo del calostro ya que
reduce la probabilidad de infeccion (Pithua y col., 2009).

Los rodeos lecheros presentan caracteristicas de manejo que expone mayor riesgo de
contraer la enfermedad dado que los animales comparten periédicamente un lugar de
reunion, estan expuestos a un contacto cercano desde el inicio de su vida y permanecen
durante un periodo prolongado en el establecimiento. Mientras que, los riesgos relacionados
al manejo de los rodeos de cria son menores debido a que los animales permanecen menor
cantidad de tiempo en el establecimiento y la posibilidad de contacto entre animales
excretores (generalmente adultos) y susceptibles es menor. Sin embargo, hay que considerar
que el tiempo de permanencia de los terneros con sus madres es mayor.

La capacitacion del personal de los establecimientos es una tarea fundamental para lograr

los cambios en el manejo.

2- Eliminacion de animales infectados
Se deben aplicar pruebas diagnosticas a fin de identificar a aquellos infectados con Map
y eliminar a los positivos. Dado que ninguna metodologia diagnéstica es 100 % sensible y

especifica, para controlar la paratuberculosis se deben repetir las evaluaciones diagndésticas
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cada 6 meses a un afo, durante afios. A continuacién, se resumen las sugerencias realizadas
por la OIE (2014) en cuanto los métodos diagnostico disponibles y las recomendaciones
segun el propdsito de uso (Tabla 2). La utilizacion del ELISA es recomendada para realizar
la vigilancia epidemioldgica, asi como para identificar a bovinos positivos en rodeos
infectados con més del 5 % de prevalencia. Mientras que, para realizar el estudio en rodeos
libres o con una prevalencia menor al 5 %, la mejor metodologia diagndstica recomendada

es el cultivo de muestras de MF (Sweeney y col., 2012).

Aplicacion para la evaluacion de

0 Bovinos Confirmacion  Prevalencia
Metodologia Rodeos _ Politicas de o
] previo al L de caso Vigilancia
libres o Erradicacion . ) o
movimiento clinico epidemioldgica
Cultivo +++ +++ + +++ +
PCR + + + ++ +
ELISA ++ + + + +++
Produccidn de INFy - - + - -
Intradermorreaccion - - + - -

Tabla 2. Métodos disponibles para el diagnéstico de paratuberculosis y su propésito. Tabla
modificada de OIE (2014). +++: Método recomendado; ++: método adecuado; +: podria usarse en
ciertas situaciones pero el costo, la confiabilidad, u otro factor, limitan seriamente su aplicacion; -:

método no apropiado para este propdsito.

3- Reemplazo con animales certeramente no infectados

Las préacticas de bioexclusion se encuentran entre las medidas importantes para evitar el
ingreso del microorganismo al establecimiento a través del material bioldgico (animales de
reposicion, control de la fauna silvestre, etc.). Sin embargo, uno de los problemas mas
importantes para lograr el saneamiento de los rodeos es la identificacion de los animales que
se encuentran en estadio subclinico. Por lo tanto, el desarrollo de herramientas diagndésticas

eficientes y precoces es necesario para la compra de ganado de “bajo riesgo”.
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4- Mejorar la resistencia a la paratuberculosis

Si bien existen vacunas que han demostrado disminuir la cantidad de Map excretada y la
progresion de la patologia hacia el estadio clinico, no previenen la infeccion, la excrecion de
Map e interfieren en el diagnostico de la tuberculosis (Bastida y Juste, 2011). Este hecho
impide su aplicacion en nuestro pais, donde la prueba de intradermorreaccion utilizando la
PPD de M. bovis (PPDb) constituye el pilar fundamental para el control de la tuberculosis
bovina (segun el Plan Nacional de Control y Erradicacion de la Tuberculosis Bovina de la
Argentina. Resolucién n° 128/2012, Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria, SENASA; SENASA, 2012).

La deteccion de animales genéticamente resistentes esta en estudio (Kirkpatrick, 2010).
Sin embargo, no se debe dejar de considerar la seleccion de animales resistentes como una

posible futura medida de control.
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Impacto de Map en la Salud Publica

En 1913 se informd una enfermedad que afectaba a humanos, la cual se caracterizaba por
la presencia de una enteritis granulomatosa cronica y mostraba signos clinicos y lesiones
histopatoldgicas similares a la paratuberculosis en bovinos. Chiodini y col. (1984b) aislaron
Map a partir de intestinos de pacientes con esta patologia, que fue luego denominada
enfermedad de Crohn (Chiodini, 1989).

Numerosos estudios investigaron por diversos métodos la presencia de Map en diferentes
muestras de tejidos de pacientes con la enfermedad de Crohn. Sin embargo, el papel de esta
bacteria en esta enfermedad de los seres humanos aun esté en discusién (Sweeney y col.,
2012; Liverani y col., 2014; Waddell y col., 2015).

La susceptibilidad del ser humano tanto genética como inmunoldgica, pareceria ser
esencial para que el Map pueda sobrevivir a la fagocitosis y al estallido respiratorio. Ademas,
se demostré que existe relacion entre la mutacién de una proteina CARD15/NOD2 v el
riesgo de contraer enfermedad de Crohn, por lo que este dato demuestra la importancia de la
interaccion huésped-patégeno (Maeda y col., 2005).

Existe preocupacion por el posible riesgo para la salud publica que esta bacteria
representa ya que es indudable la exposicion humana a este agente dado que Map se hallé
en productos alimenticios de origen animal (Shankar y col., 2010; Paolicchi y col., 2012;
Cirone y col., 2013), asi como también en agua corriente (Aboagye y Rowe, 2011). Ademas,
los humanos estan expuestos a través de aerosoles ambientales y de animales (Rhodes y col.,
2014). Bannatine y col. (2014) han aislado y secuenciado el genoma completo de Map a
partir de la leche de una mujer con la enfermedad de Crohn, aportando nuevas evidencias
sobre las similitudes de la enfermedad de Crohn en humanos y la paratuberculosis en el
ganado.

Los principales factores de riesgo son la ingestion de leche no pasteurizada o
subproductos crudos, y la inhalacidén por via aerdgena, ya sea a través del contacto con
animales enfermos o aerosoles producidos en la playa de faena de los frigorificos y salas de

ordefie.
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Impacto economico

Las pérdidas economicas se generan por la disminucién en la produccidn lactea y carnica,
por el incremento de infertilidad, de los intervalos entre partos, de la incidencia de mastitis
y otras enfermedades infecciosas, asi como el menor valor comercial de la canal. Ademas,
la paratuberculosis incrementa la tasa de descarte y disminuye a la mitad la expectativa de
la vida productiva de los animales infectados. Esto limita la diversidad genética e incrementa
los costos por reposicion. Asimismo, se deben adicionar los costos asociados al tratamiento,
al diagnostico y a los honorarios a veterinarios (Benedictus y col., 1987; Ott y col., 1999;
Johnson-Ifearulundu y col., 2000; Lombard y col., 2005; Weber, 2006).

Las verdaderas pérdidas econdmicas resultan muy dificiles de calcular dado que la
mayoria de los animales infectados pertenecen al estadio subclinico.

El NAHMS informé que las pérdidas econdmicas debidas a la paratuberculosis en
establecimientos de bovinos lecheros con bajos niveles de eliminacion de animales por
paratuberculosis clinica son de US$ 40 por bovino, mientras que en rodeos con alta tasa de
descarte por paratuberculosis clinica es de US$ 227 (NAHMS, 1997). Ott y col. (1999)
indicaron que, en promedio, las pérdidas ocasionadas por la paratuberculosis en lecheria de
los Estados Unidos son de entre US$ 22 — 27 por vaca por afio. Y el impacto a nivel nacional
se informé en US$ 200 - 250 millones anuales.

Nuestro grupo ha evaluado el impacto productivo y econémico de la patologia en 182
vacas de tres establecimientos lecheros ubicados en la provincia de Buenos Aires. Las vacas
seropositivas produjeron 1.373 Kg de leche menos por afio, lo que representa una pérdida
economica anual de US$ 6.862 para los tres establecimientos (Villamar Manrique, 2015). A
nivel nacional, las pérdidas econdmicas por afio provocadas por la enfermedad se han
estimado en US$ 14,3 a 23,3 millones (Passucci y col., 2007). Estos datos demuestran el alto

impacto de la paratuberculosis y la necesidad de plantear medidas para su control.
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Importancia de la especie bovina y del control de la

paratuberculosis en la Argentina

Los rumiantes convierten la celulosa y hemicelulosa en energia y en proteinas de alto
nivel biologico. Por lo tanto, su produccion resulta muy ventajosa para obtener productos
alimenticios de alta calidad para la poblacion humana.

En el afio 2006 la poblacién urbana mundial supero a la rural y se espera que en el 2030
el 60 % de la poblacién mundial resida en zonas urbanas. El incremento en el ingreso per
capita de los paises emergentes permitird basar la dieta en lacteos y proteinas animales. Por
esto, es necesario contar también con técnicas de diagnostico réapidas y fiables, que permitan
garantizar la calidad sanitaria de los alimentos de origen animal. En este contexto, la mejora
en la identificacion de animales infectados con agentes productores de zoonosis 0 que
impactan en la produccion debe considerarse una prioridad.

En la Argentina hay 42.503.917 cabezas de ganado bovino distribuidos en 154.541
establecimientos, segun la Encuesta Nacional Agropecuaria realizada el afio 2008 por el
Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INDEC). El “Plan Nacional de Control y
Erradicacion de la Tuberculosis Bovina en la Reptblica Argentina” aprobado en el afio 2012
por SENASA (Res. SENASA 128/2012) propone como principal técnica diagnostica la
intradermorreaccion simple con el PPDb y la eliminacion de los animales positivos.
Diferentes autores han encontrado que esta herramienta no permite discriminar
correctamente entre los animales infectados con M. bovis y aquellos infectados con Map en
rodeos con co-infeccion de tuberculosis y paratuberculosis (Seva y col., 2014).

El Plan Nacional “Argentina innovadora 2020 cita a la paratuberculosis como
enfermedad a incluir dentro de los planes de control nacional (MINCYT, 2013). Ademas,
esta enfermedad esta incluida en la lista de enfermedades de importancia para el comercio
internacional de la OIE (2014).
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Respuesta Inmune Humoral en Bovinos

La especie bovina se describen siete isotipos de inmunoglobulinas: IgM, IgD 1gG1, 1gG2,
IgG3, IgE e IgA. Estas glicoproteinas desempefian multiples funciones entre ellas: como
receptores celulares especificos del LB (BCR) o como proteinas secretadas por plasmocitos
pudiendo formar complejos inmunes con los antigenos especificos (Tizard, 2013). Las
diferencias isotipicas son estructurales y estan relacionadas con la funcion de cada uno de
los Acs (Figura 6). Los hidratos de carbono ubicados en los sitios conservados de
glicosilacion de la porcion Fc de los Acs afectan su reconocimiento por los RFc (Kacskovics,
2004).

Region de
union al
antigeno
Region _|
bisagra Regidén de
} activacion del
., complemento
Region de P
unién a RFc

Figura 6. Estructura de una molécula de IgG y sus regiones relevantes para desempefiar las diferentes

funciones. Imagen adaptada de Tizard (2013).

La regulacion de la expresion de los diferentes isotipos es compleja y multifactorial. La
IgM es el primer isotipo que producen y secretan los LB2 durante la respuesta primaria.
Luego, a medida que avanza la respuesta, cambia el isotipo a 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgE o IgA,
segun las citoguinas circulantes.

En los bovinos se asocia al perfil Th2 con el isotipo 1gG1, mientras que al perfil Thl se
lo relaciona con el isotipo 1gG2. El IFNy (producido por los LTh1) induce el cambio del
isotipo hacia 1gG2 (Estes y Brown, 2002). La accion de estos linfocitos es critica en la
respuesta contra infecciones bacterianas agudas en el bovino, dado que la 1IgG2 acttia como

opsonina para la fagocitosis por parte de los neutréfilos, co-adyuvando este efecto, el IFNy
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activa a los neutrofilos para matar las bacterias que han sido fagocitadas (Ellis y Beaman,
2004).

La distribucién de los diferentes isotipos en las distintas muestras bioldgicas se relaciona
con la estructura, el sitio de produccion y la funcion que cumplen en la especie bovina (Tabla
3). En muestras de sueros de bovinos sanos, predominan los isotipos IgG1 e 19gG2, los que
se encuentran en similares cantidades. La IgA es la de mayor concentracion en lagrimas,
secreciones nasales, bronco-alveolares y saliva. Mientras que la IgG1 predomina en calostro
y leche. En el tracto gastrointestinal, similares cantidades de 1gG1 e IgA fueron descriptas
(Butler, 1983).

Muestra IgM IgG1 1gG2 IgA
Suero 3,05 11,20 9,20 0,37
Calostro 6,77 46,40 2,87 5,36
Leche 0,09 0,58 0,06 0,08
Secrecion nasal 0,04 1,56 ne 2,81
Saliva 0,01 0,03 0,02 0,34
Lagrima 0,18 0,03 0,01 2,72
Orina Trazas 0,01 trazas 0,00

Bilis 0,05 0,10 0,09 0,08
Secrecion vaginal Ne 0,23 0,13 0,90
Fluido bronco-alveolar 0,03 0,08 0,10 0,30
Fluido intestinal Trazas 0,25 0,06 0,24

Tabla 3. Concentraciones (mg / mL) de IgM, 1gG1, 1gG2 e IgA en las distintas muestras bioldgicas
de bovinos sanos. Tabla modificada de Butler (1983). ne: no evaluado.

IgM

La IgM es el primer isotipo que se secreta en una respuesta inmune humoral y es el isotipo
caracteristico de los Acs naturales generados por los LB1 en respuesta a antigenos
glicolipidicos. La IgM presenta una estructura pentamérica; el péptido llamado J es el
involucrado en la polimerizacion de este isotipo. Koti y col. (2010) describieron una
particularidad de la IgM en la especie bovina: las regiones determinantes de

complementariedad de la cadena pesada 3 (CDRH3) son mas largas. La IgM muestra baja
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afinidad pero alta avidez por el antigeno, dado que las posibilidades de interaccion son de
por lo menos 5 epitopes. Este isotipo actla principalmente en el compartimiento
intravascular debido a su alto peso molecular (1.030 kDa), pero en situaciones de procesos
inflamatorios con aumento de la permeabilidad vascular puede acceder al lecho
extravascular. Cuando la IgM junto con el antigeno conforman el complejo inmune, actia
en forma muy eficiente tanto en la activacion de la via clasica del complemento como en la

neutralizacion de microorganismos o toxinas (Butler, 1983).

IgD

Existen poco estudios con respecto a la IgD en bovinos. El gen fue descripto por Zhao y
col. en el afio 2002. Recién en 2012, Xu y col. desarrollaron un Ac que permitio identificar
su expresion como glicoproteina constitutiva del receptor de LB y como glicoproteina

soluble en sangre periférica y bazo de algunos bovinos.

19G

Este isotipo es el que se encuentra en mayores concentraciones en el suero: representa
aproximadamente el 30 % de las proteinas séricas totales. La IgG muestra una estructura
monomeérica, por lo que su peso molecular aproximado es de 157 kDa y puede actuar tanto
en el compartimiento intravascular como en el extravascular. Es eficiente en la
neutralizacion y en la activacion del complemento, asi como también en inducir una
citotoxicidad celular dependiente de Acs (CCDA), debido a que se puede unir a RFc y
desencadenar respuestas varias segun el receptor y la célula implicados (Butler, 1983).

Se conocen 3 isotipos de IgG bovinas: 1gG1, 19G2 e IgG3 (Butler, 1986; 1987; Mundo,
2005). La comparacion de secuencias entre y1 y y2 muestra diferencias fundamentalmente

en la regién o dominio constante (CH) 2 de la cadena pesada (CH2) y en la region bisagra.

lgG1
La IgG1 bovina es el isotipo que se encuentra en mayores concentraciones en calostro y

leche. Este isotipo representa mas del 95 % de las proteinas totales del calostro, el cual
alcanzarian a partir del suero mediante un transporte selectivo (ver pagina 54). A nivel

intestinal también es relevante, mostrando similares cantidades al isotipo IgA. En el tracto
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respiratorio la IgG1 es la principal opsonina para macrdéfagos alveolares, mientras que la IgA

cumple un papel secundario en dicha funcion (Butler, 1983).

19G2
La IgG2 bovina presenta una region bisagra mas corta, es considerada citofilica para

neutrofilos y una potente opsonina para los fagocitos (Watson, 1976; Lascelles, 1979). La
1gG2 mostré una eficiencia mayor a 100 veces en relacién a la IgG1 en reacciones de CCDA
(Butler, 1983). Su produccién se relaciona con la proteccion frente a infecciones pidgenas y

frente a Haemophilus sonnus (Berghaus y col., 2006).

19G3
Este isotipo fue inicialmente identificado como IgG2b (Butler y col., 1987) y fue

reconocida como subclase 1gG3 por un suero policlonal y por un clon genémico Unico que
no era ni IgHG1 ni IgHG2 (Knight y col., 1988). Posteriormente se informo la estructura y
el polimorfismo del gen IgHG3 obtenido a partir de una biblioteca de bazo bovino, de
linfocitos periféricos, y una linea celular productora de 1gG3 (Rabbani y col., 1997). El gen
que codifica para 1gG3 presenta un sitio adicional de glicosilacion en el dominio CH3. Poco
se conoce de sus niveles de expresion, pero se considera que su concentracidn en suero es
baja. Los datos funcionales de este isotipo son escasos pero presenta una mayor longitud de
la zona de la bisagra, la que permitiria una mayor flexibilidad de la molécula y por lo tanto
la 19G3 podria ser méas efectiva en la formacion de los inmunocomplejos. Sin embargo,

debido a que la bisagra es el sitio preferencial de protedlisis, la IgG3 podria ser méas 1abil.

IgA

La IgA es dimérica en suero (Butler, 1983), pero se han descripto polimeros mayores. La
IgA secretoria bovina estd compuesta por dos monémeros unidos por el péptido J y una
molécula de glicoproteina o o el componente secretor que corresponden a una parte receptor
de poli-lg (Rplg), el cual se encarga de la transcitosis de la IgA a través de las células
epiteliales. La IgA en secreciones intestinales se produce principalmente a nivel local,

mientras que la mayor parte de la 1gG1 deriva del plasma.
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IgE

La IgE se encuentra en muy bajas cantidades en el suero dado que es un isotipo
homocitotrépico responsable de la hipersensibilidad de tipo | y cumple un papel importante
en la defensa frente a parasitos asi como bacterias y virus, y en la reaccion a alérgenos que

ingresan por via aerdgena (Gershwin, 2009; Tizard, 2013).

Receptores para los Ac

Todas las células hematopoyéticas expresan en sus membranas RFc, los que juegan un
papel muy importante en la respuesta inmune, pues son el nexo entre el complejo inmune y
la maquinaria efectora celular, constituyendo un lazo fundamental entre la inmunidad
humoral y celular. La mayoria de estos receptores actian mediante la fosforilacion de
secuencias de activacion del receptor inmune (ITAM) y producen la activacion de los
mecanismos efectores celulares tales como la fagocitosis, la CCDA y la liberacion de
citoguinas y otros mediadores de la inflamacién. Sin embargo, hay trabajos que demuestran
que motivos ITAM, bajo ciertas condiciones, pueden inhibir la sefializacion en lugar de
provocar la activacion celular. Por ejemplo, las interacciones de baja avidez de la IgA sérica
con el RFca (Steevels y Meyaard, 2011).

En bovinos se han descripto los siguientes RFc:

- RFcyl (CD 64): son receptores de alta afinidad por lo que se activan mediante la unién
con 1gG monomeérica, y su importancia radica en su pronta participacion en la respuesta
inmune dado que se activaria ante el contacto con bajas concentraciones de Acs. En bovinos
se demostro su expresion en macréfagos alveolares y linfocitos. Sin embargo, dado que es
un receptor conservado respecto al de humanos y ratones, su presencia también podria
involucrar a células dendriticas, monocitos, macréfagos y neutréfilos (Kacskovics, 2004).

- RFcyIl (CD 32): se expresan en LB, monocitos, macrofagos alveolares, células
dendriticas, células dendriticas plasmocitoides y neutréfilos (Kacskovics, 2004; Chattha y
col., 2010; Reid y col., 2011; Robinson y col., 2011). Se demostro la participacion de los
RFcyll en la infeccion de células dendriticas por el virus de la Fiebre Aftosa opsonizado con
Acs especificos (Robinson y col., 2011). Ademas, dada la similitud del RFcyIl de bovinos
con el RFcylIB de humanos y raton, los RFcyll podrian mediar efectos inhibitorios en LB
activados (Muta y col., 1994) mediante secuencias presentes en su cola intracitoplasmatica

denominados ITIM (motivos de inhibicion basados en tirosinas del receptor inmune).
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- RFcyIIl (CD16): se expresan en LTyd, monocitos, macrofagos alveolares y células
natural killer o asesinas naturales (NK; Kacskovics, 2004). En cuanto a su funcién, se mostré
que células CD16+: NK de linfonddulos y monocitos de sangre periférica de bovinos ejercen
sus mecanismos efectores como ser, los citotoxicos, de endocitosis y de secrecion de
citoquinas (Boysen y col., 2008; Connelley y col., 2014; Corripio-Miyar y col., 2015).

-RFcy2: se expresan en macréfagos alveolares y se unen con el isotipo IgG2 (no lo hacen
con el IgG1) y promueven la fagocitosis y la CCDA (Zhang y col., 1994; Kacskovics, 2004).

-RFcal (CD89): se demostro que su estructura es similar al receptor de humanos. En esta
ultima especie, la union del complejo IgA-antigeno al RFcal activa a la célula induciendo a
la fagocitosis, ADCC y la secrecion de mediadores de la inflamacion (Morton y col., 2005).

-RFcel: son receptores de alta afinidad para la IgE que se ubican en mastocitos, basofilos
y eosinofilos activados. Participan en las hipersensibilidades de tipo | (Kacskovics, 2004).

-RFcell: es el receptor para IgE de baja afinidad. EI RFcell se expresa en LB previo al
cambio de isotipo, asi como también en monocitos, eosinofilos y plaquetas, y juega un papel
importante en la activacion del LB y en la produccién de IL4. Este receptor esta involucrado
en las alergias en bovinos (Watson y col., 2000).

Otros tipos de RFc presentan otras funciones como, por ejemplo, el transporte de los Acs
hacia las superficies mucosas y epiteliales:

-El Rlgp: se expresa en el lado basal de células epiteliales de la superficie mucosa y
realizan el transporte de los Acs poliméricos, principalmente de IgA. En la membrana apical
de la célula epitelial, se cliva el dominio externo del Rigp. Este permanece unido al Ac
transportado (IgA o IgM), se denomina componente secretorio (CS) y protege al Ac de la
protedlisis (Kacskovics, 2004; Tizard, 2013). Este receptor también juega un papel
importante en la primera linea de defensa en la cavidad oral de bovinos mediante el
transporte de IgA en las glandulas salivares (Sakaguchi y col., 2013).

-El RFc neonatal (RFcn): esta implicado en la transferencia de Acs a neonatos asi como
en la proteccion de IgG de la degradacion. En la glandula mamaria de bovinos, el RFcn
realiza la transcitosis de 1gG1 desde la circulacién sanguinea hacia el calostro o la secrecion
lactea (Butler y Kehrli, 2005). Luego de la ingestion de calostro, los Acs atraviesan la
mucosa intestinal de manera no especifica o independiente del RFcn (Cervenak y
Kacskovics, 2009). EI RFcn también ha sido identificado en otras mucosas (Kacskovics,

2004) asi como en hepatocitos, monocitos, macréfagos y células dendriticas, y se postuld
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que activa la fagocitosis en neutréfilos (Vidarsson y col., 2006). EI RFcn esta involucrado
ademas en la homeostasis de las IgGs bovinas, protegiéndolas de la protedlisis. La 1gG2
muestra una vida media un poco mayor a la IgG1 y se cree que el RFcn seria el responsable
de esta diferencia, dado que la 1gG2 se une de manera méas fuerte al mismo (Cervenak y
Kacskovics, 2009).
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Composicion antigénica de Map

Debido a la estrecha relacion genética entre los miembros del género, Map comparte
numerosos antigenos con otras micobacterias, principalmente con aquellas que integran
Complejo M. avium.

La pared celular de Map es compleja y se encuentra organizada de la siguiente manera
(desde el interior de la bacteria, Figura 7):

- Membrana citoplasmatica: se compone de manera similar a otras bacterias.

- Esqueleto de la pared: se forma por la union del peptidoglicano con el arabinogalactano.

- Bicapa lipidica asimétrica: en su capa interna se ubican principalmente fosfolipidos y
acidos micolicos, los cuales se unen al complejo peptidoglicano-arabinogalactano. La capa
externa se conforma por lipidos que son facilmente extraibles con solventes.

- Cépsula: se compone de glacidos y proteinas.

Cépsula—_ |

Bicapa
Lipidica
Asimétrica

Arabinogalactano

LAM
Peptidoglicano
Membrana
Celular

Proteinas

Figura 7. Estructura de la pared celular micobacteriana. Imagen adaptada de Brennan y Crick (2007).

LAM: lipoarabinomanano.

Entre los principales antigenos de la pared del Map, se describe al lipoarabinomanano
(LAM). Nuestro grupo trabajé con esta molécula y mostrd que presenta una actividad
inmunomoduladora (Colavecchia y col.,, 2012) e induce la produccion de Acs, que

disminuyen la viabilidad intracelular de Map en macrofagos bovinos (Jolly y col., 2011).
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Las proteinas, a diferencia de hidratos de carbono y lipidos, son antigenos T-
dependientes, por lo que la respuesta inmune humoral que inducen suele ser mejor en el
sentido de los isotipos de Igs que se producen, asi como su afinidad y niveles (Tizard, 2013).

Las proteinas de Map se hallan en las distintas estructuras de la pared (Figura 7). La
proteina p34 se encuentra ubicada en la superficie celular y en el fluido extracelular en fase
de crecimiento estacionario (de Kessel y col., 1993). La region amino-terminal es
hidrofébica y se encuentra alojada en la envoltura de Map, mientras que el extremo carboxi-
terminal (hidrofilico) se halla expuesto en la superficie celular (Gilot y col., 1993). La
proteina p34 carboxi-terminal fue identificada como especifica de Map e inmunodominante
para células B bovinas (de Kessel y col., 1993; Ostrowski y col., 2003; Mundo y col., 2008).

Las proteinas de shock térmico (Hsp) se encuentran ampliamente distribuidas en la
naturaleza y son moléculas sumamente conservadas (entre micobacterias, otros procariotas
y proteinas eucariotas). La expresion de Hsp se incrementa durante los procesos de estrés
celular en ambos, procariota y eucariotas. Las Hsp se ubican principalmente a nivel del
citosol y cumplen funciones de chaperonas, participando en modificaciones
postraduccionales durante la sintesis de proteinas.

La similitud entre la Hsp de 65 kDa de micobacterias y su homologo en mamiferos
muestran aproximadamente un 60 % de identidad (Zlgel y Kauffman, 1999a), mientras que
entre la Hsp65 de Map (Hsp65) con las de M. tuberculosis, M. leprae y M. avium 18 son del
93, 89 y 98 %, respectivamente (el-Zaatari y col., 1995). En el extremo amino-terminal, se
describid una similitud de apenas el 46 % en relacién a la Hsp65 de M. leprae. Y ademas, es
la region que mayor variacion presenta entre las bacterias del complejo de M. avium
(Turunne y col., 2006).

Las Hsp son consideradas antigenos inmunodominantes en muchas enfermedades
infecciosas (Zugel y Kauffman, 1999b; Quintana y Cohen, 2011), pero principalmente en
aquellas generadas por micobacterias (Koets y col., 1999 y 2001; Afzal col., 2015). En
cuanto a la paratuberculosis, el-Zaatari y col. (1995) evaluaron la reactividad de sueros de
distintas especies frente a la Hsp65 y detectaron como positivos a: 5/25 bovinos con
paratuberculosis subclinica, 3/10 bovinos con paratuberculosis clinica, 2/2 ovinos con
paratuberculosis, 1/2 caprinos con paratuberculosis y 7/13 seres humanos con enfermedad
de Crohn. En ovinos infectados con Map se ha identificado respuesta inmune celular
especifica frente a Hsp65 (Colston y col., 1994b). En bovinos con paratuberculosis
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subclinica también se describié un incremento en la respuesta inmune celular especifica para
la Hsp65 y la Hsp de 70 kDa (Hsp70; Koets y col., 1999). En cuanto a la respuesta inmune
humoral, Koets y col. (2001) identificaron aumentos en los niveles de 1gG1 especifica frente
a Hsp65 y de 1gG2 especifica frente a Hsp70 en sueros de bovinos infectados con Map en
estadio subclinico.

Las Hsp65 de las micobacterias presentan epitopes conservados y no conservados. Ambos
epitopes son capaces de estimular la respuesta inmune, por lo que, de esta manera se podria
generar reactividad cruzada y causar autoinmunidad en el huésped debido a la gran similitud

entre las Hsp de eucariotas y procariotas (Cohen, 1991).
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Hipdtesis y Objetivos

Hipotesis

“El estudio de los anticuerpos de bovinos infectados con Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis o inmunizados con sus proteinas mejora: la comprensién de la respuesta

inmune humoral y el diagnéstico de la paratuberculosis”.

1. Las lesiones intestinales generadas en la paratuberculosis en bovinos
producen pérdida de proteinas y mala absorcion de nutrientes. En los estadios avanzados se
detecta una disminucion en los niveles de proteinas séricas. A partir de este conocimiento,
nuestra primera hipotesis es:

“La infeccion con Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis disminuye los niveles

totales de anticuerpos en bovinos.”

2. El conocimiento de la respuesta inmune humoral que genera la infeccion con
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en los diferentes estadios de la patologia
puede profundizarse, postulamos que:

“El estudio de anticuerpos especificos permite mejorar el diagnostico tradicional de la

paratuberculosis bovina”.

3. El papel beneficioso de la respuesta inmune humoral en las infecciones
causadas por bacterias intracelulares es discutido por diversos autores, durante el desarrollo
de la presente tesis proponemos aportar evidencias sobre la siguiente hipétesis:

“Los anticuerpos bovinos inducidos por infeccidon o inmunizacidn con proteinas
especificas disminuyen la viabilidad intracelular del Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis”.
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Objetivos

El objetivo general del trabajo es:
Caracterizar los anticuerpos bovinos totales y especificos frente a Mycobacterium avium

subsp. paratuberculosis y sus proteinas, e identificar su efecto en la viabilidad bacteriana.

Para poder responder cada una de las hipotesis planteadas, en el presente trabajo de tesis

se proponen los siguientes objetivos particulares:
1. Identificar el efecto de la infeccion con Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis sobre los niveles de anticuerpos totales en muestras de suero y materia

fecal de bovinos en distintos estadios de la patologia.

2.  Estudiar la respuesta inmune humoral especifica frente a Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis y sus proteinas en bovinos natural y experimentalmente

infectados.

a) Determinar los niveles de los isotipos de inmunoglobulinas
especificos frente a Map y sus antigenos proteicos en muestras de suero y
materia fecal de bovinos infectados naturalmente en distintos estadios de

la patologia.

b) Analizar el uso de la técnica de ELISA de isotipos de IgG especificos
frente al antigeno protoplasmatico de Map en sueros de bovinos

naturalmente infectados.

c) Caracterizar la respuesta inmune humoral inducida por la infeccion

experimental con aislamientos locales de Map en terneros.
3.  Evaluar el efecto de los anticuerpos bovinos especificos frente a

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis y sus proteinas, sobre la viabilidad bacteriana

intracelular en un modelo de infeccion de macréfagos bovinos in vitro.
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Produccion de reactivos

Para el desarrollo de los objetivos del presente trabajo de tesis se requirid de

micobacterias y proteinas recombinantes.

Obtencion de stocks de micobacterias

Se utilizaron las cepas K10 (ATCC BAA-968, Foley-Thomas, 1995; gentilmente cedida
por el Ms. Paolicchi) y ATCC 19698 de Map, los aislamientos de Map Ay C de la Argentina
(gentilmente cedidos por el Ms. Paolicchi) y la cepa ATCC 23042 de M. phlei (gentilmente
cedida por SENASA). Las bacterias fueron cultivadas en medio liquido Middlebrook 7H9
broth (7H9, DifcoTM, BD biosciences, Franklin Lakes, Nueva Jersey, USA) suplementado
con 10 % albumina-dextrosa-cloruro de sodio, a 37°C en agitacion (Tabla 4) y en fase
exponencial de crecimiento fueron:

- inactivadas por calor (86°C durante 30 min) y almacenadas a -20°C hasta su uso como
antigeno en ELISA.

- congeladas, en medio 7H9 con 15 % de glicerol, a -80°C hasta el momento de uso en

modelos de infeccién in vitro o in vivo.

) Suplementos del medio )
Bacteria _ Aplicadas en
de cultivo 7H9

Map K10 micobactina ELISA
_ _ ELISA
Map ATCC 19698 micobactina o
Modelo in vitro
) ) micobactina o
Map aislamiento A ) ) Modelo in vivo
piruvato de sodio
) ) micobactina o
Map aislamiento C Modelo in vivo

piruvato de sodio
M. phlei ATCC 23042 - ELISA

Tabla 4. Cepas de micobacterias utilizadas. Suplementos del medio de cultivo 7H9: 2 mg / L

micobactina J; 4,1 g / L de piruvato de sodio.
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Produccion de proteinas recombinantes
Se produjeron las siguientes proteinas recombinantes:
e 1gG3 bovina recombinante (IgG3r)
e Proteina de shock térmico de 65 kDa de Map recombinante (Hsp65r)
e Proteina p34 carboxi-terminal de Map recombinante (p34r)

La metodologia de produccion en los tres casos fue similar, a saber: todas ellas fueron
clonadas en pRSET A (Invitrogen Corp., Carlsband, California, USA) y expresadas en E. coli
BL21 pLysS. Su purificacion se realizé a través de cromatografias de afinidad a niquel, ya
que el plasmido comercial pRSET A incorpora una secuencia de seis histidinas, aminoacido
que posee afinidad a dicho metal. Para ello, se utiliz6 la resina His*Bind® Resin (Novagen,
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). La expresién y purificacion de las proteinas
recombinantes se confirmé por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 12 %. Las proteinas
recombinantes se concentraron (mediante la utilizacion del Amicon®Ultra Centrifugal
Filtres 30K; Millipore, Carrigtwohill, Co. Cork, Irlanda), se filtraron por 0,22 um (Millex-
GP; Millipore) y se almacenamiento a -80°C hasta el momento de utilizacién. La
metodologia utilizada se encuentra detallada en el Anexo Técnico (pagina 179).

En paralelo, se procedié con el cultivo de E. coli BL21 pLysS transformadas con el
plasmido pRSET A sin inserto, de esta manera se obtuvieron bacterias E. coli controles.
Ademaés, una fraccion bacteriana fue tratada con la “solucion de pegado desnaturalizante”
(pagina 179, Anexo Técnico) a fin de lisar las bacterias y obtener el denominado “extracto
de E. coli” que fue utilizado como adsorbente de sueros para eliminar reacciones cruzadas.

Se utilizaron las bacterias transformadas con 1gG3-pRSET A (Gene Bank Accession
U63639) 0 con p34-pRSET A (Gene Bank Accession X68102) previamente producidas en
nuestro laboratorio (Mundo y col., 2008).

En el caso de Hsp65r, se trabajo con un fragmento de la Hsp65 de Map que pertenece a
la region 3" de la proteina dado que se ha descripto que la region 3" de las Hsp65 es la que
presenta mayor variacion entre bacterias del complejo de M. avium (Turunne y col., 2006).
La construccion de la Hsp65r se realizé por la amplificacion de un fragmento de 1.626 pb a
partir del ADN gendmico de la cepa K10 de Map, que corresponde a los nucle6tidos de 124
a 1750 de la secuencia descripta por Colston y col. (Gene Bank Accession X74518; 1994a),
y se clond en el vector PcDNA3 (Sambrook y col., 1989). El clono seleccionado se secuencio
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en Genomics Core Research Facility Center for Biotechnology, Universidad de Nebraska,

Lincoln.

A partir de la Hsp65-pcDNA3 se amplificd un fragmento de 672 pb que se cloné en el
vector pRSET A (Invitrogen Corp.; Figura 8). Para ello, se utilizaron los siguientes primers
o cebadores: directo 5> CTC GGA TCC GCG GTA AAG GTC ACG TTG G 3’ (introduce
un sitio de restriccion BamHlI) y reverso 5> GTC GAA TTC GAT GAT CAG CAG CGG
CTT G 3’ (introduce un sitio de restriccion EcoRI). El fragmento seleccionado correspondid
a los nucledtidos desde 197 a 868 de la secuencia descripta por Colston y col. (1994a).

Se realiz6 la transformacion de E. coli BL21 pLysS con el plasmido Hsp65-pRSET A

obtenido (Sambrook y col., 1989).

———————————— GCGGTAAAGGTCACGTTGGGCCCCAAGGGTCGCAACGTCGTCCTGGAG
AAGAAGTGGGGTGCCCCCACGATCACCAACGATGGTGTGTCCATCGCCAAGGAGATCGAG
CTGGAGGACCCGTACGAGAAGATCGGCGCCGAGCTGGTCAAGGAAGTCGCCAAGAAGACC
GACGACGTCGCCGGTGACGGCACGACGACGGCCACGGTGCTCGCCCAGGCGTTGGTCCGL
GAGGGCCTGCGCAACGTCGCGGCCGGCGCCAACCCGCTGGGTCTCAAGCGCGGCATCGAG
AAGGCCGTCGAGAAGGTCACCGAGACCCTGCTCAAGTCGGCCAAGGAGGTCGAGACCAAG
GACCAGATCGCTGCCACCGCGGCCATCTCCGCGGGCGACCAGTCGATCGGCGACCTGATC
GCCGAGGCGATGGACAAGGTCGGCAACGAGGGCGTCATCACCGTCGAGGAGTCCAACACC
TTCGGCCTGCAGCTCGAGCTCACCGAGGGTATGCGGTTCGACAAGGGTTACATCTCGGGC
TACTTCGTCACGGACGCCGAGCGTCAGGAAGCGGTCCTCGAGGACCCGTTCATCCTGCTG
GTCAGCTCCAAGGTCTCGACCGTCAAGGACCTGCTGCCGCTGCTGGAGAAGGTCATCCAG
GCCGGCAAGCCGCTGCTGATCATC——==————————————————————————————————

48

108
168
228
288
348
408
468
528
588
648

Figura 8. Plasmido Hsp65-pRSET A. En el rectdngulo gris, se indica la secuencia insertada que

corresponde a 672 pb.
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El dia 20 de Marzo de 2014 se realizo el andlisis del fragmento de Hsp65 (clonado en

PRSET A) por BLAST Nucleotide; los resultados se muestran en la Tabla 5.

~ N°n . Aislamiento a .
Homologia Bacteria ) Cepa Citas
+ partir de
Map bovino K10 Li y col., 2005
Map bovino K10 Turenne y col., 2006
100 % 0
Map humano 4 Bannantine y col., 2014
Map/Ma bovino 18* Colston y col., 1994a
1 Map cerdo LN20 Turenne y col., 2006
Mah bufalo 822 Turenne y col., 2006
Mah canino T2759 Haist y col., 2008
Mah canino T3054 Haist y col., 2008
Mah humano TH135 Uchiya y col., 2013
2 Mah humano 28132 Turenne y col., 2006
99 % Mah humano 104 Fleischmann y col., 2014
Mah humano 2000-333 Turenne y col., 2006
Mah humano 76102 Turenne y col., 2006
Maa pollo 25291 Turenne y col., 2007
Nagabhushanam vy col.,
Ma humano Serovar 8
2001
5 Map humano Linda El-Zaatari y col., 1995

Tabla 5. Homologia del fragmento teérico de Hsp65 (clonado en pRSET A) evaluado por BLAST
Nucleotide. El analisis se realiz6 el dia 20 de Marzo de 2014. Los datos de homologia estan
expresados en porcentaje (%); N°n #: nimero de nucledtidos diferentes; Ma: Mycobacterium avium;
Maa: Mycobacterium avium subsp. avium; Mah: Mycobacterium avium subsp. hominissuis; Map:
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.*esta cepa fue discutida si correspondia a Map
(Colston y col., 1994a) o Ma serovar 2 (Chiodini y col., 1993).
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La Hsp65r consta de 224 aminoacidos y un peso tedrico aproximado de 24 kDa segun el
andlisis realizado por el Prot Param Tool y las herramientas ofrecidas por GenScript USA
Inc. (Piscataway, Nueva Jersey, USA).
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Animales y muestras

Para cumplir con los objetivos planteados se disefiaron experimentos con bovinos de

diferentes categorias provenientes de rodeos libres de tuberculosis.

Caracterizacion de los animales

Teniendo en cuenta que la paratuberculosis es una patologia de diagndstico engorroso, se
clasificaron los bovinos estudiados segun: la procedencia de rodeos infectados o no con Map,
la presencia de signos clinicos, el diagnésticos seroldgico y el aislamiento e identificacion
de Map a partir de muestras de leche y/o materia fecal.

Se obtuvieron muestras de sangre, leche y materia fecal de bovinos siguiendo el protocolo
recomendado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de
Buenos Aires. La sangre se extrajo a partir de la vena coccigea o la vena yugular. En los
casos en que fue posible, se obtuvieron muestras de leche a partir de los cuartos craneal
derecho y caudal izquierdo luego de limpiar los pezones con solucién de iodopovidona. Las
muestras de MF se extrajeron mediante braceo rectal. En todos los casos se almacenaron las

muestras obtenidos a -20°C hasta el momento de uso.

Procedencia

Se analizé si los animales provenian de rodeos infectados o no con Map. Los rodeos
clasificados como infectados fueron aquellos que presentaron historia de paratuberculosis
clinica, animales positivos al diagndstico serolégico (ELISA) y al aislamiento de Map.
Mientras que se consideraron como rodeos libres, a aquellos que no mostraron ninguna de
las caracteristicas previas descriptas en los Ultimos 5 afios (segun datos historicos aportados

por el Laboratorio de INTA Balcarce).

Signos clinicos
La diarrea crénica intermitente o persistente estuvo presente en todos los animales con
paratuberculosis clinica. Otros signos presentes fueron: disminucion de peso, disminucion

en la produccidn lactea, caquexia y edema submandibular.
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Diagnostico serologico

Se utilizo la técnica de ELISA desarrollada en nuestro laboratorio (ELISA-PPA) a fin de
realizar el analisis serolégico (Anexo Técnico, pagina 180). Los sueros pre-adsorbidos con
M. phlei (a fin de eliminar la reactividad cruzada generada por otras micobacterias) se
estudiaron a una dilucion final de 1/100. Como antigeno se utilizo el PPA (Allied Monitor)
y como anticuerpo el anti-lgG bovino (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.,
Gaithsburg, Maryland, USA) marcado con peroxidasa (HRP). Segun las condiciones
establecidas en nuestro laboratorio, se clasificaron los animales como:

-positivos, con densidades opticas (DO) promedio mayores o igual a 0,298.

-sospechosos, con DO promedio entre 0,199 y 0,297.

-negativos, con DO promedio menores a 0,198.

Aislamiento e identificacion de Map

Se estudié la presencia de Map en todas las muestras de MF de los animales incluidos en
el trabajo. En aquellos casos que ademas fue posible obtener leche, se captaron las
micobacterias mediante el tratamiento de las muestras con perlas inmuno-imantadas. La

identidad de Map se confirmé en todos los casos mediante 1S900 PCR.

Cultivos de muestras de materia fecal. Las muestras de MF fueron decontaminadas con 0,9
% de HPC (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, Misuri, USA) y sembradas en tubos con medio

Herrold con piruvato (Sigma-Aldrich) y micobactina J (Allied Monitor) en pico de flauta.
La lectura de los cultivos se realizé cada 15 dias, durante 24 semanas, a fin de identificar la
presencia de UFC (Figura 9a). En el Anexo Técnico (pagina 181) se describe en detalle la

metodologia utilizada.

Procesamiento de las muestras de leche. Las muestras de leche fueron tratadas con perlas

imantadas conjugadas con anti-1gG de raton (New England Biolabs, Ipswich, Massachusetts,
USA) sensibilizadas con Acs especificos a Map elaborados en nuestro laboratorio (Anexo

Técnico, pagina 182; Figura 9b).

Confirmacion de la identidad de Map. La presencia de la insercion 1S900 se estudio por PCR

(Mundo y col., 2013), a partir de los aislamientos de las muestras de MF y leche (Figura 9c).
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Se trabajé con el primer 1IS1 (Mundo y col., 2013) que amplifica una secuencia corta de ADN
del inserto 1S900: 155 pb de longitud correspondiente a los nucledtidos 1129 - 1283: I1S1
directo (5 ACC CGC TGC GAG AGC AAT CGC TGC 3’) e IS1 reverso (5° ACG TCG
GCG TGG TCG TCT GCT GGG 3’). La metodologia utilizada se describe en el Anexo
Técnico (pagina 182).

(b)

T T o [ R 1

Figura 9. Aislamiento e identificacion de Map a partir de muestras de materia fecal y leche. Colonias
caracteristicas de Map obtenidas mediante el cultivo de muestras de materia fecal en medio de cultivo
Herrold suplementado con piruvato y micobactina J (a). Procedimiento de captacion de perlas
imantadas a partir de leche (b). Gel de agarosa al 2 % para la lectura del 1IS900 PCR a partir de
aislamientos de muestras de materia fecal y leche: calle 1: patron de pesos moleculares (B041-50
Marker Byodinamics, Buenos Aires, Argentina) con fragmentos de 50 a 500 pb en incrementos de
50 pb (el fragmento de 250 pb posee triple masa); calles 2 - 11: aislamientos a partir de muestras de
bovinos; calles 12 — 13: cepas de referencia; Map ATCC 19698 (12), M. phlei ATCC 23042 (13).
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Grupos de bovinos

Teniendo en cuenta los pardmetros y resultados obtenidos, las muestras bovinas se

clasificaron como provenientes de:

e Bovinos Infectados Naturalmente: a aquellos que provinieron de rodeos infectados
con Map y fueron positivos al 1S900 PCR de muestras de MF y/o leche. Este grupo se
subdividio como:

-Subclinicos (ISC): a aquellos que no mostraron signologia.

-Clinicos (IC): a los que presentaron signos clasicos de paratuberculosis en el momento

de estudio.

e Bovinos Controles Negativos (CN): a aquellos que provinieron de rodeos libres de
paratuberculosis y resultaron negativos al ELISA-PPA y al IS900 PCR de muestras de MF
y leche.

e Bovinos utilizados en ensayos de inmunizacién o infeccién experimental: los
animales provinieron de rodeos libres de paratuberculosis y arrojaron resultados negativos a
todas las técnicas diagnosticas.

-Bovinos Inmunizados con Hsp65r (IHsp65): los dias 0 y 23 se inmunizaron animales
adultos con 200 pg de Hsp65r purificada (ver 96) en 0,75 mL de PBS y emulsionada en 0,75
mL Adyuvante de Freund Incompleto (Sigma-Aldrich). Previamente a la realizacién del plan
de inmunizacion, se realizé un control de esterilidad de los inmunégenos mediante el cultivo
en Medio Agar Sangre.

-Bovinos Inmunizados con p34r (Ip34): se trabajo con sueros de animales
inmunizados con tres dosis de 15 mg de lisados de E. coli BL21 pLysS transformadas que
expresaban p34r, emulsionada en Adyuvante de Freund Incompleto (Sigma-Aldrich). Estos
sueros policlonales se produjeron durante el desarrollo de la Tesis doctoral de la Dra. Silvia
L. Mundo (Mundo, 2005).

-Terneros infectados experimentalmente: se infectaron terneros Holando-Argentino
machos de entre 48 y 62 dias de edad con dos aislamientos locales de Map. Previo a la

infeccion, todos los animales arrojaron resultados negativos a todas las técnicas diagnosticas.
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Objetivo I: Identificar el efecto de la infeccion con Map sobre
los niveles de anticuerpos totales en muestras de suero y materia

fecal de bovinos en distintos estadios de la patologia

Para cumplir con el primer objetivo, se estudiaron los isotipos IgM, IgG e IgA totales a
nivel sistémico y local en bovinos naturalmente infectados con Map mediante la técnica de
ELISA. Teniendo en cuenta que la paratuberculosis afecta, en estadios avanzados, los niveles
de proteinas séricas totales, se determino la proteinemia por refractometria y se incorporo
una categoria adicional: “bovinos terminales” que correspondieron a aquellos infectados
clinicos con valores de proteinemia por debajo de 6,2 g / dL, cifra que corresponde al valor
normal segtn el manual de Merck (2010).

La metodologia utilizada fue la siguiente: las microplacas fueron sensibilizadas con 50
pL de las muestras de suero o MF, o con Acs anti-lgA (Bethyl Laboratories Inc.,
Montgomery, Texas, USA) diluido 1/100. Como Acs secundarios se trabajo con: anti-lgM
bovino-HRP (Bethyl) diluido 1/500, anti-IgG bovino-HRP (KPL) diluido 1/5.000 y anti-IgA
bovino-HRP (Bethyl) diluido 1/500.

Por no disponer de patrones de IgM e IgG, se analizaron los niveles de Acs totales
mediante la comparacion de las DO obtenidas en la evaluacién de cada muestra a una
dilucién determinada para cada estudio.

Se realizaron ensayos preliminares en el que se efectuaron diluciones seriadas de muestras
de suero y MF de tres bovinos controles sanos (considerados como animales patrones
normales). Para realizar el anlisis de las muestras de MF por ELISA, se homogenizaron las
muestras en distintos voliumenes de 0,05 % Tween 20 en PBS y se centrifugaron a 4°C
durante 30 min a 3.000 rpm y luego a 10.000 rpm, con el fin de obtener los “sobrenadantes
de muestras de materia fecal” (sMF) lo més limpidos posible. Estos se almacenaron a -20°C
hasta el momento de uso. Los resultados de las curvas de estandarizacion se muestran en la

Figura 10.
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Figura 10. Curvas de IgM (ay c) e 1gG (b y d) de anticuerpos totales en muestras de suero (ay b) y
de materia fecal (MF, ¢ y d) de tres bovinos controles sanos. Los datos estdn expresados en
densidades dpticas promedio de los tres bovinos controles (DO) en relacién a la dilucion del suero
(logaritmo, Log) o en g de muestra de materia fecal / mL. Las flechas indican las diluciones
seleccionadas para la evaluacion de los anticuerpos totales en cada muestra: 1/6.000 (IgM sérica);
1/20.000 (1gG sérica); 1 g/ mL (IgM en MF) y 10 mg / mL (IgG en MF).

A partir de las curvas obtenidas se determinaron las condiciones de los ELISAS
desarrollados para estos experimentos y se seleccionaron, para la comparacion con los
animales infectados, aquellas diluciones de las muestras de suero y MF que estaban incluidas
dentro del rango de detectabilidad de la técnica y que permitan identificar pequefias
variaciones de concentracion de Acs.

En cuanto a la evaluacion de IgA total, se analizaron los resultados de manera similar a
los otros isotipos evaluados (en DO). Para determinar las diluciones de las muestras a aplicar:

se desarrollo la curva patron (Figura 11) utilizando la IgA bovina (Bethyl), se realizaron
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ensayos preliminares con muestras de tres bovinos controles sanos, y se seleccionaron las

diluciones de las muestras que estuvieran incluidas en la curva patron de IgA.

y =7,203x +0,106
R2=0,996

0,80 /.
0,64 /
0,48

S /'
0,32
o
0,16
0,00

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,0
ug / mL

Figura 11. Curva patron de IgA. Se utilizaron los siguientes reactivos comerciales: anticuerpo de
captura anti-IgA, IgA y anti-IgA conjugado con peroxidasa (Bethyl). Los datos estan expresados en
Hg / mL vs. densidades épticas (DO).

Las diluciones de las muestras de suero y MF utilizadas para la evaluacion de los niveles

totales de IgM, IgG e IgA se muestran en la Tabla 6.

Isotipo evaluado

Muestra
IgM 19G IgA
Suero 1/6.000 1/20.000 1/200
MF 1g/mL 10 mg/ mL 20 mg/ mL

Tabla 6. Diluciones de las muestras de suero y materia fecal (MF) utilizados para el estudio de los
niveles totales de IgM, IgG e IgA por ELISA.

Se llevaron a cabo tres repeticiones independientes de cada ensayo. Los resultados se

expresan en DO (valores de DO obtenidos para cada muestra menos las DO de los controles
negativos, que fueron incluidos en cada placa) + DE.
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Objetivo Il Estudiar la respuesta inmune humoral especifica
frente a Map y sus proteinas en bovinos naturalmente infectados

distintos estadios de la paratuberculosis

Objetivo lla: Determinar los niveles de los isotipos de

inmunoglobulinas especificos frente a Map y Hsp65r en bovinos

El siguiente objetivo planted la evaluacion de los niveles de IgM, IgG, IgG1, 1gG2, 1gG3
e IgA especificos frente a Map (bacteria entera) y Hsp65r en muestras de suero y MF de

bovinos infectados naturalmente en distintos estadios de la patologia.

Construccion de curvas patrones

Se efectuaron ensayos preliminares para fijar las diluciones y concentraciones de uso de
los reactivos comerciales y elaborados en nuestro laboratorio con la finalidad de desarrollar
las curvas patrones de manera tal que se pueda cuantificar los isotipos IgG1, IgG2 e IgG3 a
partir de muestras bioldgicas, con minimos cruzamientos entre los isotipos. Las microplacas
fueron sensibilizadas con 50 pL de cada IgG1 (Bethyl), 1IgG2 (Bethyl) o IgG3r producido en
nuestro laboratorio (ver pagina 95). Los Acs anti-isotipos utilizados fueron: anti-lgG1
bovino-HRP (Bethyl), anti-lgG2 bovino monoclonal (Sigma-Aldrich), anti-IgG3r policlonal
de conejo producido previamente en nuestro laboratorio (Mundo, 2005) pre-adsorbido en
medio liquido y sélido con E. coli (con el fin de eliminar reactividad cruzada, Anexo
Técnico, pagina 183). Y como Acs secundarios se usaron los siguientes reactivos: anti-lgG
raton-HRP (KPL) y el anti-1gG conejo-HRP (KPL). A partir de los ensayos de titulacion, se
fijaron las diluciones de uso de los patrones de isotipos de Igs y de cada Ac anti-isotipos
(Tabla 7).
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Isotipo de 1gG evaluado
Curvas Patrones
lgG1 1gG2 1gG3
Rango de concentracion de
o 1-4* 0,063 - 0,250* 0,021 -0,172*
isotipo patron (ug / mL)
Dilucién de Acs anti-isotipo® 1/1.000 1/10.000 1/500
Dilucién de Acs secundarios’ - 1/1.000 1/500

Tabla 7. Curvas Patrones de 1gG1, 1gG2 e 1gG3 bovinas. Diluciones de uso de los reactivos
comerciales o desarrollados en nuestro laboratorio: * patrones de isotipos de Igs: 1gG1 e 19gG2
(Bethyl) o IgG3r (producido en nuestro laboratorio); * Acs anti-isotipos: anti-lgG1 bovino-HRP
(Bethyl), anti-lgG2 bovino monoclonal (Sigma-Aldrich), anti-lgG3r policlonal de conejo producido
previamente en nuestro laboratorio (Mundo, 2005) pre-adsorbido en medio liquido y sélido con E.
coli; T Acs secundarios: anti-1gG ratén-HRP (KPL) y el anti-1gG conejo-HRP (KPL).

Se desarrollaron las curvas patrones de 1gG1, 1gG2 e 1gG3 mediante la repeticion de 3
ensayos independientes. Para elaborar la curva patron de 1gG3, las DO obtenidas por la
reactividad de IgG3r fueron corregidas mediante la resta de las DO obtenidas por el
reconocimiento del extracto de E. coli (Figura 12).

Butler (1983) publicé que las concentraciones séricas de IgG1 e IgG2, son de 11 mg/ mL
(6-15mg/ mL) y9mg/ mL (5- 14 mg/ mL), respectivamente. Teniendo en cuenta estos
datos, que indican que los niveles de IgG1 e IgG2 en suero son relativamente similares y la
ausencia de informacion acerca de las cantidades de 1gG3 sérica, se estudiaron por ELISA
los cruzamientos entre los patrones de isotipos colocando en las microplacas iguales

concentraciones proteicas de cada patrén (Figura 12).
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Figura 12. Curvas patrones de IgG1 (a), 1gG2 (b) e IgG3 (¢) y la reactividad de cada anticuerpo anti-
isotipo. Proteinas patrones de isotipos de IgG: violeta (IgG1), celeste (IgG2) y verde (IgG3r). Los
datos estan expresados en pg / mL vs. densidades épticas (DO) o DO corregidas: DO frente a cada
patron - DO frente a extracto de E. coli.

Evaluacion de los niveles de isotipos de Igs especificos frente a Map

Se determinaron los niveles de IgM, IgG, 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgA especificos a la cepa
K10 de Map, por ELISA, en suero y SMF de bovinos que fueron categorizados en 3 grupos:
infectados subclinicos, infectados clinicos y controles negativos. Para estudiar las muestras
de MF se procedié de manera similar a lo enunciado previamente (pagina 70). Las muestras
de MF se diluyeron 1 g por mL de 0,05 % Tween 20 en PBS y de esta manera se obtuvo el
sMF.

Las microplacas fueron sensibilizadas con 0,4 DOgsoonm de la cepa K10 de Map (que
corresponde a aproximadamente 1,2 x 10 UFC / mL, segin experimentos desarrollados en

nuestro laboratorio), de los patrones IgG1 (Bethyl), 1gG2 (Bethyl) o 1gG3 producido (ver
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pagina 95), o Acs anti-IgA bovina (Bethyl). Para cuantificar los niveles de 1gG1, 1gG2, 1gG3
e IgA se utilizaron las curvas patrones desarrolladas (paginas 72 y 75). En todos los ensayos
se incluyeron al menos dos puntos de cada curva para validar la cuantificacion. Se realizaron
estudios preliminares para establecer las diluciones de las muestras en la cual los valores de
DO estuvieran incluidos en cada curva patron. Las diluciones de las muestras utilizadas se
muestran en la tabla 8. Se usaron ademas los siguientes Acs anti-isotipos: el anti-lgM
bovino-HRP (Bethyl) diluido 1/500, el anti-1gG bovino-HRP (KPL) diluido 1/5.000, el anti-
IgG1 bovino-HRP (Bethyl) diluido 1/1.000, el anti-lgG2 bovino monoclonal (Sigma-
Aldrich) diluido 1/10.000, el anti-IgG3r policlonal de conejo pre-adsorbido en medio liquido
y sélido con E. coli diluido 1/500 y el anti-IgA bovina-HRP (Bethyl) diluido 1/500. Como
Acs secundarios se usaron: anti-1gG raton-HRP (KPL) diluido 1/1.000 y el anti-IgG conejo-
HRP (KPL) diluido 1/500.

Muestra IgM 19G lgG1 1gG2 1gG3 IgA
Suero 1/10 1/100 1/30 - 1/400  1/50-1/800  s/diluir 1/10
sMF s/diluir s/diluir  s/diluir - 1/30 s/diluir s/diluir s/diluir

Tabla 8. Diluciones de las muestras de suero y sobrenadantes de muestras de materia fecal (SMF) de
bovinos utilizadas para el estudio de los niveles de isotipos de IgM, IgG, 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgA
especificos frente a Map por ELISA. s/diluir: sin diluir.

Se llevaron a cabo tres repeticiones independientes de cada ensayo. Los resultados se
expresan en DO (valores de DO obtenidos para cada muestra menos las DO de los controles
negativos, que fueron incluidos en cada placa) + DE para IgM e IgG, o en ug / mL = DE
para IgG1, 1gG2, 1gG3 e IgA. Para realizar la cuantificacion de cada isotipo se trabaj6 con
la zona de la recta de la curva sigmoidea que se obtuvo al diluir los patrones proteicos. Y
para calcular las concentraciones se tuvo en cuenta en cada caso el factor de dilucién de la
muestra (Fm):

-ug de IgG1 / mL de muestra = (DO —0,039) / 0,381 * Fm
-ug de 1gG2 / mL de muestra = (DO + 0,1077) / 5,7356 * Fm
-pg de 1gG3 / mL de muestra = (DO + 0,094) / 6,086

-ug de IgA / mL de muestra = (DO - 0,106) / 7,203 * Fm
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Evaluacion de los niveles de Acs especificos frente a Hsp65r

Mediante la metodologia de ELISA se identificaron los niveles de IgG especificos frente
a Hsp65r en sueros de bovinos categorizados como: infectados subclinicos, infectados
clinicos, inmunizados con Hsp65r y controles negativos. Las placas fueron sensibilizadas
con 2 ug de Hsp65r purificada (ver pagina 96) o del extracto de E. coli / hoyo. Se realizé la
pre-adsorcion de los sueros en medio liquido con E. coli con el fin de eliminar la reactividad
cruzada utilizando la metodologia descripta en el Anexo Técnico (pagina 183) y se
estudiaron a una dilucion de 1/50. Se empled el anti-1gG bovino-HRP (KPL) diluido 1/5.000.
Los resultados se expresan como DO obtenidas frente a Hsp65r menos DO obtenidas frente
al extracto de E. coli. EI VC se calcul6 sumando al promedio de las DO obtenidas en los

sueros controles negativos, dos DE.

Objetivo Ilb: Analizar el uso de la tecnica de ELISA de isotipos
de 1gG especificos frente a PPA en sueros de bovinos

naturalmente infectados

Los bovinos infectados en estadio subclinico no presentan signos clinicos, excretan poca
cantidad y de manera intermitente de Map por MF y presentan bajos niveles de Acs
especificos, por lo que se estudio la aplicacion de la técnica de ELISA de isotipos de 1gG
especificos frente a PPA en sueros de bovinos provenientes de rodeos infectados con el fin
de mejorar las metodologias diagndsticas disponibles en la actualidad. Para ello, se utilizaron
sueros de 108 bovinos que se categorizaron como: infectados subclinicos, infectados clinicos
y controles negativos. Ademas, se incluyd una nueva categoria de animales: “bovinos
expuestos” (E) que correspondieron a aquellos bovinos provenientes de rodeos infectados
con Map y que arrojaron resultados negativos al 1IS900 PCR de muestras de MF y leche. La
metodologia del ELISA utilizada fue similar a la previamente descripta. Las microplacas
fueron sensibilizadas con 2 pug de PPA por hoyo y los sueros se pre-adsorbieron con M. phlei
(Anexo Teécnico, pagina 180).

Si bien los niveles de 1gG1 e IgG2 séricas totales son similares (Butler, 1983), nuestros

resultados (Capitulo 1l: paginas 101 - 103) muestran que los niveles de IgG1 especificos a
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Map (principalmente en bovinos con paratuberculosis clinica) son superiores (al menos 100
veces mayores) a los de 1gG2 e 1gG3 Map-especificos. Por lo tanto, las diluciones de los
sueros utilizadas en este experimento, se fijaron teniendo en cuenta estos resultados y
ensayos preliminares con sueros de bovinos naturalmente infectados y controles. Los sueros
se estudiaron en las siguientes diluciones: 1/5 para 19G2 e IgG3 y 1/100 para IgG total e
IgG1. Se emplearon los siguiente anti-Acs: el anti-IgG bovino-HRP (KPL) diluido 1/5.000,
el anti-IlgG1 bovino-HRP (Bethyl) diluido 1/1.000, el anti-IgG2 bovino monoclonal (Sigma-
Aldrich) diluido 1/10.000, el anti-IgG3r policlonal de conejo pre-adsorbido en medio liquido
y solido con E. coli diluido 1/500, el anti-IgG ratén-HRP (KPL) diluido 1/1.000 y el anti-
IgG conejo-HRP (KPL) diluido 1/500.

Cada determinacion se evalué por duplicado y se llevaron a cabo al menos tres
repeticiones independientes de cada ensayo. Los resultados se expresan en DO (valores de
DO obtenidos para cada muestra menos las DO de los controles negativos, que fueron

incluidos en cada placa) = DE.
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Objetivo llc: Caracterizar la respuesta inmune humoral
inducida por la infeccion experimental con aislamientos locales

de Map en terneros

Se infectaron terneros con dos aislamientos locales de Map a fin de estudiar la cinética de
los isotipos de 1gG especificos frente a distintos antigenos de Map.

Animales

6 terneros Holando-Argentino machos de entre 48 y 62 dias de edad fueron infectados en
los Boxes de Inmunologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de
Buenos Aires. Los animales tuvieron 40 dias de adaptacion previa a la infeccion (Figura 13)
y fueron divididos al azar en 3 grupos:
e Infectados con el aislamiento A (A, n = 2): caravanas n°® 928 y 931.
e Infectados con el aislamiento C (C, n = 2): caravanas n° 930 y 932.

e Controles no infectados (CN, n = 2): caravanas n° 933 y 934.

Infeccion experimental

Llegada ﬂﬂ IDR Eutanasia

Iadaptacién | | postinfeccion | I I
| | dl'asl
40 01 150 160 180
\ ) J
Y Y
muestreos muestreos
preinfeccion postinfeccion

Figura 13. Disefio experimental. Linea del tiempo en la que se indican los distintos periodos u etapas

del experimento.
Infeccion

Se utilizaron dos aislamientos provenientes de la provincia de Buenos Aires identificados
como patron A y patron C mediante la técnica de RFLP (INTA-BALCARCE; Moreira y
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col., 1999). Mientras que en nuestro laboratorio se realizé el andlisis por MIRU-VNTR
(Cochard y col., 2014) y ambos aislamientos correspondieron al INVM 1.

A partir de los stocks de Map (aislamientos A y C) almacenadas a -80°C (pagina 61), se
descongelaron, incubaron a 37°C en 7H9 suplementado con piruvato y micobactina J
durante 96 hs y se confirmo:

-la identidad por la tincién de Ziehl-Neelsen e 1S900 PCR.

-la ausencia de contaminantes mediante el cultivo en Agar sangre.

Para realizar la infeccion, se siguieron las sugerencias realizadas por el Johne's Disease
Integrated Project Animal Model Standardization Committee (Hines y col., 2007; Hines,
2010). La dosis se cuantifico mediante el “método de peso humedo”. La infeccion se realizod
en cada box por separado, por via oral (a través del sustituto lacteo) dos dias consecutivos y
consistio en 125 mg de Map peso himedo por animal por dia (Figura 14). Ademas, se
cuantificaron las UFC por in6culo mediante cultivo en medio Herrold suplementado con
huevo, piruvato y micobactina J. Los inéculos fueron desagregados mediante el pasaje en
jeringa de tuberculina, diluidos seriadamente en base 10 y sembrados en el medio de cultivo.

La lectura de las UFC se realizé a las 9 semanas de cultivo.

Figura 14. Infeccion experimental de terneros a través de la via oral por el sustituto lacteo.

Los animales fueron mantenidos en boxes aislados durante 180 dias postinfeccion y luego
fueron sacrificados. Todo el experimento se llevd a cabo de acuerdo a las normas de bioética
aprobadas por el CICUAL de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de

Buenos Aires.
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Manejo de los animales

-Manejo general: la rutina de trabajo se inicio siempre en el box control para luego acceder
a los boxes infectados. Previo al ingreso y luego del egreso a los boxes se realizaron
pediluvios con lavandina. Ademas, se utilizaron guantes, mamelucos y equipo de limpieza

independientes para cada box.

-Limpieza ambiental: se utilizd cama de viruta o pasto durante el periodo de adaptacion. La
cama sucia fue removida diariamente mientras que, se limpiaron los boxes con lavandina y
se repuso el total de la cama semanalmente. Luego de la infeccion experimental, los boxes
se limpiaron diariamente con lavandina y semanalmente con Despadac (Laboratorios Calier

SA, Barcelona, Esparia).

-Los terneros se vacunaron con:

e Vacuna de Fiebre Aftosa (SENASA): se aplicaron dos dosis, la primera, a los 3 dias
previos a la salida del campo de origen y la segunda a los 22 dias de adaptacion.

e Vacunas Trivirus Neumovac Q (Sanidad Ganadera, Argentina) y Ganadera Clostridial
(Sanidad Ganadera): se inocularon dos dosis, a los 28 dias de la adaptacion y a los 30

dias postinfeccion.

Muestras y estudios
Se obtuvieron muestras de sangre, suero y MF de los terneros previo al desafio y durante

180 dias postinfeccion. Las muestras de sangre con heparina al 1 % se procesaron dentro de
las 8 hs de extraccién, mientras que las de suero y de MF se almacenaron a -20°C hasta el
momento de uso. Se realizaron los siguientes estudios:

v" Evaluacion clinica de los animales

v' Cultivo de muestras de MF

v" Identificacion de respuesta inmune celular: produccion de INFy

especifico e intradermorreaccion

v Cinética de respuesta inmune humoral
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Evaluacion clinica

Se realiz6 un seguimiento clinico de los animales a fin de conocer el efecto de la infeccion
sobre la ganancia de peso de los terneros y la existencia de signos clinicos compatibles con
paratuberculosis. Se midieron los perimetros toracicos (cm) utilizando cintas bovimétricas
para el ganado lechero a los 110 y 150 dias postinfeccion. Estas cintas relacionan los
perimetros tordcicos (cm) con el peso del animal (Kg) segln su condicién corporal. Los
datos se encuentran expresados como ganancia de peso promedio entre los dias 110 (Kg110)

y 150 (Kgz1so0) postinfeccion (Kgiso - Kgi10) = DE por grupo.

Cultivo de muestras de MF

La excrecion de Map fue evaluada el dia O (previo a la infeccion) y los dias 3, 30, 60,
110, 150 y 180 postinfeccion mediante el cultivo de las muestras de MF. Se cuantificaron
las UFC excretadas / g de MF. Ademas, se confirmd la identidad de Map a partir de las

colonias desarrolladas mediante 1S900 PCR.

Induccion de la respuesta inmune celular
La respuesta inmune celular se evalué mediante el estudio de la cinética de produccién
de INFy por células periféricas estimuladas con distintos antigenos proteicos y la

intradermorreaccion con PPD a los 160 dias postinfeccion.

Cinética de produccion de INFy especifico

La produccion de INFy por células periféricas estimuladas con PPDa, PPDb, Hsp65r y
p34r, o sin estimular se evalud previamente a la infeccion y a los 30, 80 y 150 dias
postinfeccion. Las células de sangre periféricas (1,4 mL) se estimularon con 120 uL de
PPDa, PPDb, p34r, Hsp65r o sin estimular (con PBS). Luego de 24 hs de incubacion a 37°C
en 5 % COy, los sobrenadantes se analizaron por DuoSet ELISA Development kit (R&D
Systems, Inc., Minneapolis, USA) a fin de determinar los niveles de IFNy (Anexo Técnico,

pagina 183). Los datos se encuentran expresados como DO promedios + DE.

Intradermorreaccion

A los 160 dias postinfeccion, se inocularon por via intradérmica 0,1 mL de PPDay PPDb

en latabla del cuello segun las especificaciones realizadas por SENASA (Res. N° 128/2012).
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Se realizo6 la medicion en el sitio de inoculacion luego de la inoculacion (t0) y a las 72 hs
(tf). Los resultados de la IDR estan expresados en mmg — mmyo para cada PPD inoculada
(IDRpppa € IDRppDY).

Cinética de respuesta inmune humoral sistémica

Se estudiaron los niveles de 1gG, 1gG1 e 1gG2 especificos frente a Map (bacteria entera
inactivada por calor) o a las proteinas de PPA, Hsp65r y p34r por ELISA. Las placas fueron
sensibilizadas con 0,5 DOgsoo de Map ATCC 19698 (que corresponde a aproximadamente 9
x 10 UFC / mL, segln experimentos desarrollados en nuestro laboratorio) o 2 pg de
proteinas totales (PPA, Hsp65r o p34r) por hoyo. Se pre-adsorbieron los sueros con M. phlei
(para PPA, Anexo Técnico, pagina 180) o con E. coli en medio liquido (para Hsp65r y p34r,
Anexo Técnico, pagina 183). Las diluciones de los sueros utilizadas (Tabla 9) se
determinaron a partir de experimentos previos (ver Capitulos Il) o mediante ensayos

preliminares con sueros de bovinos naturalmente infectados.

Antigeno IgG lgG1 1gG2
Map 1/100 1/100 1/50
PPA 1/100 1/100 1/5

Hsp65r 1/50 1/50 1/50
p34r 1/50 1/50 1/50

Tabla 9. Diluciones de las muestras de suero utilizadas para la evaluacién de isotipos especificos

frente a los distintos antigenos de Map evaluados por ELISA.

Se llevaron a cabo al menos dos repeticiones independientes de cada evaluacion. Los
resultados de Map y PPA estan expresados como DO promedio (valores de DO obtenidos
para las muestra menos las DO de los controles negativos, que fueron incluidos en cada
placa) £ DE. Mientras que los datos de Hsp65r y p34r indican las DO promedio corregidas:
DO frente al antigeno - DO frente a extracto de E. coli + DE.

Los valores de corte se calcularon teniendo en cuenta el tiempo O de todos los terneros
(previo a la infeccion) y de todos los tiempos estudiados de los controles negativos: VC =
DO promedio + 2 * DE.

Tesis Doctorol Vet Bavbavro Ferndandez

83



Moteriales y Métodos
Objetivo- il

Objetivo I11: Evaluar el efecto de los anticuerpos bovinos
especificos frente a Map y sus proteinas, sobre la viabilidad
bacteriana intracelular en un modelo de infeccion de

macroéfagos bovinos in vitro

Este objetivo indaga sobre el efecto de Acs purificados a partir de sueros de bovinos
infectados naturalmente, inmunizados con Hsp65r o con p34r sobre la viabilidad intracelular

de Map en un modelo de infeccion de macréfagos bovinos in vitro.

Anticuerpos

Los sueros evaluados se seleccionaron en funcion del volumen necesario para realizar los
ensayos in vitro y del volumen disponible. Se estudiaron sueros de 2 bovinos de cada
categoria: infectados clinicos (IC), inmunizados con Hsp65r (IHsp65), inmunizados con
p34r (Ip34) y controles negativos (CN).

Caracterizacion de los sueros

Se identificaron los niveles de 1gG especificos frente a Map ATCC 19698 (bacteria entera
inactivada por calor), Hsp65r y p34r de los 8 sueros mediante la metodologia de ELISA
previamente descripta (Capitulos 11 y I11). Brevemente, las placas fueron sensibilizadas con
0,5 DOsoo de Map 0 2 pug de proteinas totales (Hsp65r y p34r) por hoyo. Se pre-adsorbieron
los sueros con E. coli en medio liquido (para el estudio de Hsp65r y p34r, utilizando la
metodologia descripta en el Anexo Técnico, pagina 183) y se estudiaron a una dilucion final
de 1/100 (para Map) y 1/50 (para Hsp65r y p34r). Se llevaron a cabo al menos dos
repeticiones independientes de cada evaluacion. Los resultados de Map estan expresados
como DO promedio (valores de DO obtenidos para las muestras menos las DO de los
controles negativos, que fueron incluidos en cada placa) = DE. Mientras que los datos de
Hsp65r y p34r indican las DO promedio corregidas: DO frente al antigeno - DO frente a
extracto de E. coli + DE. Los VC se calcularon sumando al promedio de las DO obtenidas

en los sueros controles negativos, dos DE.
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Purificacion de los anticuerpos

Purificacién de anticuerpos por precipitacién salina

Los sueros decomplementados fueron precipitados dos veces con una solucién de sulfato
de amonio sobresaturada (la primera al 44 % y la segunda al 40 %). La metodologia utilizada
se encuentra detallada en el Anexo Técnico (pagina 184). El rendimiento de la precipitacion
se evalud por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 12 %, electroforesis en acetato de
celulosa y posterior densitometria (Densitometer CT-450, Citocon, Buenos Aires,

Argentina). Los Acs aislados se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Purificacién de anticuerpos por afinidad a proteina G

Para purificar las 1gG bovinas se trabajé con columnas comerciales de proteina G-
sepharosa (Sigma-Aldrich). Se utilizaron 4 mg de gamma-globulinas (y-globulinas,
obtenidas por precipitacion salina) por mL de columna de proteina G. En el Anexo Técnico
se desarrolla exhaustivamente la metodologia utilizada (pagina 184). El grado de eficiencia
de la purificacion se confirmé mediante SDS-PAGE en geles al 12 % de acrilamida. Aquellas
fracciones con caracteristicas similares fueron mezcladas, concentradas (Amicon®Ultra
Centrifugal Filtres 30K; Millipore), filtradas por 0,22 pum (Millex-GP, Millipore) y
almacenadas a -80°C hasta su uso. Previo a su utilizacion en los experimentos de viabilidad,
se estimo la concentracion proteica de los Acs por la metodologia descripta por Bradford
(1976) y se confirmé la presencia de las bandas correspondientes a las cadenas pesadas (50
kDa) y livianas (25 kDa) de los Acs por SDS-PAGE. Ademas con la finalidad de corroborar
la capacidad de reconocimiento antigénico, se evaluaron los Acs purificados mediante
ELISA.
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Estudio de la funcionalidad de los anticuerpos purificados

Para evaluar el papel de los Acs purificados se empled la linea celular de macréfagos
bovinos BoMac (Stabel y Stabel, 1995) y la cepa de Map ATCC 19698.

Pre-tratamiento de Map con Acs purificados

Map ATCC 19698 almacenadas a -80°C se descongelaron, centrifugaron (10.000 rpm, 30
min, 4°C) e incubaron en medio 7H9 durante 16 hs a 37°C en agitacion. Luego, se
desagregaron mediante la realizacion de 15 pasajes en jeringas de tuberculina y se diluyeron
en medio RPMI 1640 (RPMI, Gibco, Invitrogen Corp.) sin suero de feto bovino (SFB). El
pre-tratamiento consistié en incubar un volumen (Vol.) de Map a una concentracion de 0,19
+ 0,01 DOsoonm, que correspondio a 2,53 + 0,44 X 10° UFC / mL, y un Vol. de Acs
purificados a una concentracion de 200 pg de Acs purificados / mL de RPMI con 5 % de

SFB decomplementado, durante 45 minutos a 37°C en agitacion.

Evaluacion de la viabilidad intracelular de Map en macrofagos bovinos

Se trabaj6é con una multiplicidad de infeccién (MOI) de 1:1 (de Valliere y col., 2005;
Periasamy y col., 2013). Se infectaron 2 X 10° BoMac (pasaje n° 25) viables con 200 pL de
cada pre-tratamiento Acs-Map (previamente desagregado) en placas de 24 hoyos Cellstar
(GBO, Greiner Bio-One, Monroe, Carolina del Norte, USA), durante 2 hs (Zurbrick y col.,
1987) a 37°C en estufa con 5 % de CO». Las células infectadas se incubaron durante 72 hs
(de Valliere y col., 2005; Woo y col., 2006; Weiss y Souza, 2008; Jolly y col., 2011). Cada
pre-tratamiento (Acs-Map) se evalu6 por duplicado: un hoyo para determinar la viabilidad
de Map ingerida (to) y otro hoyo para analizar la viabilidad Map luego de 72 hs de infeccion
(tr). Los macrdfagos se lisaron mediante el agregado de 1 mL de 0,2 % de SDS en cada hoyo.
Y se realiz la titulacion de los sobrenadantes de los hoyos de to y tr de la siguiente manera:
se desagregaron los sobrenadantes, se realizaron diluciones seriadas en base 10 entre 1/10 y
1/1.000 y se sembraron 50 pL / hoyo en placas de 6 hoyos Cellstar (GBO) con medio 7H9
suplementado con micobactina J. La lectura de los cultivos se realizé a los 45 dias. Los
resultados se expresan como % de viabilidad para cada tratamiento: UFC ts / UFC t, * 100.
El experimento se realizo dos veces y los datos se expresan como promedio del porcentaje
de viabilidad bacteriana por grupos + DE. La metodologia utilizada se encuentra detallada

en el Anexo Técnico (pagina 185).
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Bloqueo del efecto de los Acs en la viabilidad intracelular de Map

Con el fin de corroborar si la modificacion de la viabilidad intracelular de Map en
macrofagos bovinos se debia a la presencia de Acs, se bloquearon los RFcs. La metodologia
fue similar a la descripta por Manca y col. (1991). Como bloqueante se utilizaron Acs
purificados de un bovino control negativo agregados por calor (10 min a 62°C). Previo a la
infeccion, se incubaron las células BoMac durante 90 min en estufa con 5 % de CO2 con los
Acs agregados a una concentracion de 200 pg / hoyo en RPMI sin SFB, mientras que los
hoyos sin blogueo se incubaron en RPMI con 5 % de SFB. Luego, de retirar el medio de
cultivo (con o sin blogueante), se colocaron 200 pL / hoyo de cada pre-tratamiento Acs-Map
previamente desagregado. La titulacion se realizé similar al procedimiento descripto
previamente y se calculd el porcentaje de viabilidad bacteriana para cada tratamiento

bloqueado y sin bloquear.
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Analisis Estadistico

Se compararon las categorias de animales para cada determinacion. Y el nivel de

significancia se marco como p < 0,05.

v Se utilizo el software Statistix® 8.0 (Tallahassee, Estados Unidos) para realizar el
analisis de Varianza (ANOVA) de poblaciones multiples; verificando previamente la
homogeneidad de varianza y la normalidad de las variables en estudio. En los casos en que
se detectaron diferencias estadisticamente significativas, se aplicd el Test de Tukey como
post-ANOVA. En aquellos casos en los que no existié homogeneidad de varianzas, los datos
fueron analizados por el Test de Kruskal-Wallis seguido de comparacion de a pares. Los
resultados, de las evaluaciones que se detallan a continuacién, fueron transformados en
logaritmos naturales previo a su evaluacion estadistica:

- Acs totales en muestras de suero y MF de bovinos naturalmente infectados (Capitulo

- Acs especificos frente a Map, Hsp65r y PPA en muestras de bovinos naturalmente
infectados (Capitulo I1).

- IDR y Acs especificos en sueros de terneros infectados experimentalmente (Capitulo
).

v Se utilizé el CurvMedCalc Software version 12 (Mariakerke, Bélgica) para evaluar
los rendimientos de IgG, 1gG1 e IgG2/ELISA-PPA y construir las curvas Receiver-operating
characteristic (ROC) de bovinos infectados (subclinicos y/o clinicos). La sensibilidad de
cada técnica fue estimada como el % de muestras positivas de los grupos de bovinos
infectados (subclinicos y/o clinicos). La especificidad de cada técnica fue calculada como el
% de muestras negativas del grupo de bovinos controles negativos. Las curvas ROC fueron
construidas como los puntos de sensibilidad vs. 100 menos especificidad para cada posible
valor de corte o sea que grafican los verdaderos positivos vs. falsos positivos (Greiner y col.,
2000; Huda y col., 2004). Se estimaron las areas bajo las curvas de cada curva ROC (ABC)
y se compararon por el método que describieron DeLong y col. (1988). Se trabajo con los
valores de corte (para cada isotipo de IgG/ELISA-PPA) obtenidos a partir de las curvas
ROC.
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Efecto de la infeccion por Map en los niveles de
anticuerpos totales en muestras de suero y MF de

bovinos en distintos estadios de la patologia

Resultados

A fin de identificar si la infeccion con Map afecta la produccion de inmunoglobulinas
totales en bovinos se estudiaron 8 bovinos que se clasificaron en cuatro grupos. De los 4
bovinos infectados con signos clinicos compatibles de paratuberculosis, se identificaron 2
con niveles de proteinas totales en suero inferiores al normal (6,2 g / dL), por lo que fueron
clasificados como “infectados terminales”. En la Tabla 10 se muestran los grupos de bovinos

estudiados.

_Signos ELISA PCR MF Proteinas
Grupos Caravanas Procedencia
clinicos PPA  yl/oleche totales

Controles negativos TC - - - - 7,1
(CN) 476 - - - - 6,5
Infectados 5224 + - sosp + 8,4
subclinicos (1SC) 5495 + - + + 8,0
Infectados clinicos o7 + + + + 6,5
(IC) 2651 + + + + 8,0
Infectados Ama + + + + 5,0
Terminales (IT) 4205 + + sosp + 43

Tabla 10. Grupos de bovinos estudiados. Los datos de procedencia, signos clinicos, ELISA y PCR
estan expresados como + (positivos), - (negativos) o sosp (sospechoso); mientras que los de proteinas

totales en suero estan informados en promedio de g / dL.

En estos animales se determinaron los niveles de Acs totales segun la metodologia
descripta en materiales y métodos. Debido a los grandes desvios y el bajo numero de

animales, en la mayoria de los casos, no se hallaron diferencias significativas entre los grupos
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de bovinos estudiados mediante el analisis por ANOVA, sin embargo se detectaron ciertas
tendencias.

Los resultados de los niveles totales de IgM se muestran en la Figura 15.

1,30
1,04
0,78 BECN
8 B1SC
0,52 mIiC
BT

0,26

0,00

Suero MF

Figura 15. Niveles totales de IgM en muestras de suero y de materia fecal (MF) evaluados por
ELISA. Las muestras fueron estudiadas 1/6.000 (suero) y 1 g/ mL (MF). Los datos estan expresados
en densidades Opticas promedio (DO) + desvio estandar. Grupos: controles negativos (CN, n = 2),
infectados subclinicos (ISC, n = 2), infectados clinicos (IC, n = 2) e infectados terminales (IT, n =

2). Las letras indican diferencias significativas entre grupos.

El estudio de IgM mostrd incrementos en muestras de suero del grupo de bovinos
infectados clinicos en relacion a los controles. Se pudo detectar un incremento significativo
de este isotipo en muestras de los bovinos infectados clinicos en relacion a los subclinicos
(Figura 15).
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Los resultados obtenidos en la evaluacion de IgG total se muestran en la Figura 16.
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Figura 16. Niveles totales de 1gG en muestras de suero y de materia fecal (MF) evaluados por
ELISA. Las muestras fueron estudiadas 1/20.000 (suero) y 10 mg / mL (MF). Los datos estan
expresados en densidades Opticas promedio (DO) * desvio estandar. Grupos: controles negativos
(CN, n = 2), infectados subclinicos (ISC, n = 2),

terminales (IT, n = 2).

Los niveles de 1gG en sueros fueron similares entre los grupos de bovinos estudiados pero
se evidencié una tendencia a disminuir en las muestras provenientes de los bovinos

infectados. Mientras que en el analisis de los niveles totales de 1gG en muestras de MF, se

infectados clinicos (IC, n = 2) e infectados

detectaron incrementos en infectados clinicos y terminales (Figura 16).
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Los resultados de IgA totales en muestras de suero y MF se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. Niveles totales de IgA en muestras de suero y de materia fecal (MF) evaluados por
ELISA. Las muestras fueron estudiadas 1/200 (suero) y 20 mg / mL (MF). Los datos estan expresados
en densidades Opticas promedio (DO) + desvio estandar. Grupos: controles negativos (CN, n = 2),

infectados subclinicos (ISC, n = 2), infectados clinicos (IC, n = 2) e infectados terminales (IT, n =

2).

Los niveles de IgA en sueros fueron similares entre los grupos estudiados, sin embargo

en bovinos infectados subclinicos y clinicos se mostraron levemente incrementados. El

estudio de MF detect6 aumentos en los grupos infectados clinicos y terminales.

Tesis Doctoval Vet Bavbpovo Ferndnoez

92



Copitulo |

D ueusion

Discusion

Este estudio identificd los niveles de isotipos de inmunoglobulinas totales en muestras de
suero y MF de bovinos infectados con Map en diferentes estadios de la patologia. Las
grandes variaciones entre individuos del mismo grupo y el escaso numero de animales
dificultaron el analisis estadistico de los resultados, pero se pudieron observar ciertas
diferencias entre grupos. Por ejemplo, en muestras de suero y materia fecal de bovinos
infectados clinicos se detectaron incrementos de IgM, isotipo indicador de respuesta activa
esperable en infecciones agudas o re-agudizaciones de infecciones cronicas. Por lo tanto,
este aumento podria reflejar la re-estimulacion de nuevos clonos de LB como respuesta a la
re-infeccion endogena por Map. Ademas, los niveles de IgM totales detectados en muestras
de suero y MF podrian corresponder a Acs naturales. Estos Acs son producidos por LB1
ubicados principalmente en la cavidad peritoneal (Tizard, 2013) y podrian haber sido
estimulados de forma inespecifica por la lesion intestinal producida por la patologia. Los
niveles de IgM en muestras de materia fecal fueron bajos en relacion al suero en coincidencia
con los datos publicados por Butler para la especie bovina en general (1983). El incremento
de IgM detectado en muestras de MF de los bovinos infectados clinicos podria estar
relacionado con el grado de lesion a nivel local, que permitiria el escape de estos Acs hacia
la luz intestinal dado que estos animales también presentaron aumentos de este isotipo a
nivel sérico.

La IgG se encontrd levemente disminuida en sueros de los bovinos infectados similar a
un estudio realizado en ovinos infectados experimentalmente (Begara-McGorum y col.,
1998). Koets y col. (2001) estudiaron los niveles séricos totales de IgG1 e IgG2 en bovinos
infectados con Map; su descripcion es contradictoria con nuestros resultados, ya que
identificaron incrementos en los niveles de IgG1 e IgG2 en sueros de infectados subclinicos.
Esta diferencia podria deberse al mayor numero de animales incluidos en el estudio, los
isotipos evaluados asi como también la metodologia y reactivos utilizados.

Nuestros resultados muestran incrementos en los niveles de 1gG e IgA en muestras de
materia fecal de bovinos infectados clinicos y terminales. En contraposicion, Begara-
McGorum y col. (1998) no detectaron diferencias en las cantidades de IgA totales en
muestras de MF mientras que los niveles de IgG, se hallaron descendidos en muestras de

ovinos infectados experimentalmente con Map. Nuestro hallazgo podria estar indicando la
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estimulacion en la produccion de Acs a nivel local (dado que son los isotipos que predominan
en intestino; Butler, 1983) o el pasaje de Acs a partir del circulacién sistémica ya que se ha
descripto que el incremento de la permeabilidad vascular en bovinos con paratuberculosis
genera la pérdida de 39 g de proteinas plasmaticas a traves de la materia fecal por dia
(Patterson y col., 1967). Si consideramos ademas que esta patologia afecta a la absorcion de
aminoacidos a nivel intestinal (Patterson y Berrett, 1969), podrian en conjunto ser las causas
responsables del balance proteico negativo asi como el agravamiento abrupto que sufren los
bovinos en este estadio de la paratuberculosis. En este sentido, Donat y col. (2014)
describieron que bovinos positivos al cultivo de muestras de MF poseen niveles inferiores

de proteinas séricas totales.

Conclusiones

Hemos podido detectar variaciones en los niveles de inmunoglobulinas en los bovinos
infectados con Map dependiendo del estadio de la patologia. Los animales con
paratuberculosis clinica mostraron incrementos en los niveles de IgM en sueros y de IgM,
IgG e IgA a nivel local (en muestras de materia fecal). Estos datos revelan la pérdida de
proteinas de alta calidad (Igs detectadas en muestras de MF) que contribuirian a generar al
estado de desnutricion caracteristico de esta patologia en los estadios terminales.

Nuestros hallazgos en el estudio de bovinos con paratuberculosis clinica rechazan la
hipétesis planteada: “La infeccion con Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

disminuye los niveles totales de anticuerpos en bovinos”.
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Respuesta inmune humoral especifica frente a Map y sus
proteinas en bovinos naturalmente infectados en

distintos estadios de la patologia

Los estudios de la paratuberculosis muestran que la relacion entre el huésped y el
microorganismo es muy compleja. Numerosos mecanismos de la respuesta inmune en la
paratuberculosis son ain desconocidos; los nuevos aportes al conocimiento de la respuesta
inmune inducida por la infeccion por Map podrian tener implicancia para el desarrollo de
metodologias diagndsticas asi como de vacunas nuevas Yy exitosas.

Para cumplir con el objetivo general 2, se estudiaron los anticuerpos especificos frente a
Map (bacteria entera) o sus proteinas en muestras de bovinos naturalmente infectados en

distintos estadios de la paratuberculosis.

Resultados

Niveles de isotipos de inmunoglobulinas especificos frente a Map

y Hsp65r en bovinos

Desarrollo de reactivos
Produccién de 1gG3r

Para lograr este objetivo, se produjo el patron IgG3r dado que este Ac no se encuentra
disponible comercialmente. Mediante la metodologia descripta se logré la expresion y la
purificacion parcial de 1gG3r (Figura 18). EI proceso de purificacion fue exitoso sin
embargo se observaron pequefias cantidades de otras bandas proteicas provenientes de la
bacteria. Se produjeron aproximadamente 10 mg de 1gG3r, la cual fue luego utilizada como

proteina patron para estudiar la cantidad de 1gG3 en las muestras de suero y MF.
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Figura 18. Expresion y purificacion parcial de 1gG3r. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12%
tefiido con 0,1 % azul de coomassie: calle 1: E. coli BL21 pLysS transformada con IgG3-pRSET A;
calle 2: 1gG3r parcialmente purificada por cromatografia de afinidad a niquel; calle 3: E. coli BL21

pLysS transformada con pRSET A sin inserto.

Produccion de Hsp65r

Para poder evaluar la respuesta humoral inducida en la infeccion natural en bovinos frente
a la Hsp65r, fue necesaria la produccién de la proteina recombinante. La Hsp65r obtenida se
identific como una banda entre 28,9 y 34,5 kDa (Figura 19, calle 2), en coincidencia con el
peso tedrico esperado. Se obtuvieron aproximadamente 8 mg de Hsp65r parcialmente

purificada, la cual se destind a los ensayos de ELISA y a la inmunizacién de bovinos.
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Figura 19. Expresion y purificacion de Hsp65r. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12 % tefiido
con 0,1 % azul de coomassie. Calle 1: patron de pesos moleculares pre-tefiido (Bio-Rad) con
fragmentos de 209, 124, 80, 49, 34,8, 28,9, 20,6, 7,1 kDa (ultimo fragmento no visible); con flechas
se marcan los patrones de 34,8 y 28,9 kDa; calle 2: Hsp65r parcialmente purificada; calle 3: E. coli
BL21 pLysS transformada con Hsp65-pRSET; calle 4: E. coli BL21 pLysS transformada con pRSET

A sin inserto.

Niveles de los isotipos de inmunoglobulinas especificos a Map

Animales
Se trabajo con muestras de bovinos naturalmente infectados con Map para evaluar los
niveles de IgM, 1gG, 1gG1, 1gG2, IgG3 e IgA especificos a la bacteria entera en sueros y

SMF. Los grupos de animales se muestran en la Tabla 11.
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Resultadoy
] Signos PCR MF
Grupos Caravanas  Procedencia o ELISA PPA
clinicos y/o leche
TC - - - -
CN 476 - - - -
n=4 483 - - - -
484 - - - -
7008 + - - +
5495 + - + +
ISC
6652 + - - +
n=>5
6669 + - - +
6873 + - sosp +
o7 + + + +
2651 + + + +
IC 6616 + + + +
n==6 Ama + + + +
4205 + + sosp +
Sole 3 + + + +

Tabla 11. Grupos de bovinos estudiados. Los datos estan expresados como + (positivos), -

(negativos), sosp: sospechoso. Grupos: controles negativos (CN, n = 4), infectados subclinicos (ISC,

n =5), infectados clinicos (IC, n = 6).

Niveles de IgM Map-especifica

Los resultados del estudio de niveles de IgM Map-especificas en muestras de suero y SMF
se muestran en la Figura 20. Los niveles fueron bajos (principalmente en sMF) y no se

detectaron diferencias entre los grupos estudiados.
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Figura 20. Niveles de IgM especificas a Map en muestras de suero y sobrenadante de muestras de
materia fecal (sMF) evaluados por ELISA. Las muestras fueron estudiadas 1/10 (suero) y sin diluir
(sMF). Los datos estan expresados en densidades dpticas promedio (DO) + desvio estandar. Grupos:
controles negativos (CN, n = 4), infectados subclinicos (ISC, n = 5) e infectados clinicos (IC, n = 6).
Las letras indican diferencias significativas entre grupos.

Concentracion de IgA Map-especifica
Los niveles de IgA especificas a Map en muestras de suero y materia fecal se muestran

en la Figura 21.

a
1,90
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Figura 21. Niveles de IgA especificas a Map en muestras de suero y sobrenadante de muestras de
materia fecal (SMF) evaluados por ELISA. Los datos estan expresados en pg / mL promedio + desvio
estandar. Grupos: controles negativos (CN, n = 4), infectados subclinicos (ISC, n = 5) e infectados

clinicos (IC, n = 6). Las letras indican diferencias significativas entre grupos.
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El estudio de IgA en suero, no mostro diferencias entre los grupos de bovinos estudiados.
En sMF, el hallazgo de IgA fue aislado y en muy baja concentracion; sélo se detecto este
isotipo en 3 de 11 de los bovinos infectados estudiados (dos correspondientes a la categoria
ISC yuno alaIC): 0,06 pg / mL (5495, ISC), 0,03 pg / mL (6669, ISC) y destacandose un
animal del grupo infectado clinico (07) que arrojo niveles de 3,29 ug / mL. El resto de los

animales demostraron niveles basales (por debajo del limite de deteccion de la técnica: 0,02
Mg / mL).

Niveles de 1gG Map-especifica
En la Figura 22 se grafican los datos de 1gG especificaa Map en muestras de suero y MF.

1,80 a
144
1,08
o BCN
0,72 m1SC
BIC

0,36

0,00

Sueros sMF

Figura 22. Niveles de 1gG especificas a Map en muestras de suero y sobrenadantes de muestras de
materia fecal (SMF) evaluados por ELISA. Las muestras fueron estudiadas 1/100 (suero) y sin diluir
(sMF). Los datos estan expresados en densidades dpticas promedio (DO) + desvio estandar. Grupos:
controles negativos (CN, n = 4), infectados subclinicos (ISC, n = 5) e infectados clinicos (IC, n = 6).

Las letras indican diferencias significativas entre grupos.

Se identificaron incrementos significativos (p = 0,0001) en los niveles de 1gG Map-
especifica en muestras de suero de los bovinos infectados subclinicos y clinicos. El grupo
infectado clinico mostré los mayores niveles (1,367 + 0,419 DO; Figura 22).

En sMF no se detectaron diferencias entre grupos (Figura 22). Similar a los resultados de
IgA, los niveles de 1gG fueron basales a excepcion del animal 07 (IC), que mostré una DO
de 1,912 + 0,016.
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Concentraciones de 1gG1, 1gG2 e 1IgG3 Map-especificas

Los resultados de las cantidades de 1gG1 Map-especifica en sueros y SMF se muestran en
la Figura 23.
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Figura 23. Niveles de IgG1 especificas a Map en muestras de suero y sobrenadantes de muestras de
materia fecal (SMF) evaluados por ELISA. Los datos estan expresados en pug / mL promedio + desvio
estandar. Grupos: controles negativos (CN, n = 4), infectados subclinicos (ISC, n = 5) e infectados

clinicos (IC, n = 6). Las letras indican diferencias significativas entre grupos.

Se detectaron incrementos (p < 0,0001) de IgGl en las muestras de suero
correspondientes a los bovinos infectados clinicos. Mientras que, la cantidad de IgG1 Map-
especifica en sMF del bovino 07 (IC) fue de 60,75 + 8,25 ug / mL, el resto de los animales

demostraron niveles basales (Figura 23).
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Las concentraciones de 1gG2 Map-especifica en sueros y SMF se muestran en la Figura
24.
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Figura 24. Niveles de 1gG2 especificas a Map en muestras de suero y sobrenadantes de muestras de
materia fecal (SMF) evaluados por ELISA. Los datos estan expresados en pug / mL promedio + desvio
estandar. Grupos: controles negativos (CN, n = 4), infectados subclinicos (ISC, n = 5) e infectados

clinicos (IC, n = 6). Las letras indican diferencias significativas entre grupos.

Se detectaron incrementos significativos (p = 0,001) de IgG2 en todas las muestras de

suero de los bovinos infectados mientras que los niveles en SMF fueron bajos (Figura 24).
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En la Figura 25 se muestran los datos de las cuantificaciones de 1gG3 Map-especifica en

sueros y sSMF.
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Figura 25. Niveles de IgG3 especificas a Map en muestras de suero y sobrenadantes de muestras de
materia fecal (SMF) evaluados por ELISA. Los datos estan expresados en pig / mL promedio + desvio
estandar. Grupos: controles negativos (CN, n = 4), infectados subclinicos (ISC, n = 5) e infectados

clinicos (IC, n = 6). Las letras indican diferencias significativas entre grupos.

A pesar que la concentracion de IgG3 especifica a Map es baja, se detectaron incrementos
significativos de 1gG3 en sueros de ambos grupos de bovinos infectados, pudiendo
diferenciarse los IC de los ISC. Las cantidades de IgG3 en sMF fueron altas en relacion al
suero. Si bien no se detectaron diferencias significativas entre grupos, el grupo infectado

subclinico mostrd los mas altos valores de IgG3 (0,049 + 0,012ug / mL; Figura 25).

Niveles de anticuerpos especificos frente a Hsp65r

La necesidad de mejorar la identificacion de bovinos infectados con Map principalmente
en estadio subclinico amerita la busqueda de antigenos para ser utilizados con fines
diagnosticos. Las Hsp son consideradas antigenos inmunodominantes en las infecciones
micobacterianas (Koets y col., 1999 y 2001; Afzal col., 2015). La Hsp65 fue la proteina
seleccionada, ya que Koets y col. (1999 y 2001) identificaron que induce una respuesta

inmune principalmente de tipo humoral.
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Animales

Se estudiaron muestras de suero de bovinos naturalmente infectados con Map en distintos
estadios de la patologia (subclinicos y clinicos, Tabla 12). Como controles, se incorporaron
sueros provenientes de bovinos negativos y sueros de bovinos inmunizados con Hsp65r
(IHsp65).

Signos PCR MF

Grupos N Procedencia
clinicos y/o leche
Controles Negativos (CN) 18 - - -
Inmunizados con Hsp65r (IHsp65) 4 - - -
Infectados Subclinicos (ISC) 10 + - +
Infectados Clinicos (IC) 9 + + +

Tabla 12. Grupos de bovinos utilizados en este estudio. Los datos estan expresados como +

(positivos) o - (negativos).
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Acs especificos a Hsp65r
Los resultados de DO detectados por ELISA se muestran en la Figura 26.
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Figura 26. Anticuerpos especificos a Hsp65r en muestras de suero de bovinos evaluados por ELISA.
Los sueros fueron pre-adsorbidos con E. coli y estudiados 1/50. Los datos estan expresados en
densidades oOpticas (DO) promedio corregidas: DO frente a Hsp65r - DO frente a extracto de E. coli
* desvio estandar. La linea punteada representa el valor de corte (VC, promedio de las DO obtenidas
en los sueros controles negativos mas dos DE): 0,122 DO. Grupos: controles negativos (barras
verdes, n = 18), inmunizados con Hsp65r (barras azules, n = 4), infectados subclinicos (barras rosas,
n = 10), infectados clinicos (barras rojas, n = 9). Las letras indican diferencias significativas entre los

grupos.

Los bovinos inmunizados con Hsp65r mostraron altos niveles (p = 0,001) de 1gG
especifica a la proteina recombinante. La reactividad por parte de los sueros de bovinos
infectados fue baja: s6lo mostraron DO superiores al valor de corte 1 de los 10 bovinos
infectados subclinicos (10 %) y 1 de los 9 bovinos infectados clinicos (11 %; Figura 26). En
base a que el porcentaje de animales detectados como positivos fue tan bajo, no se profundizo

el estudio de isotipos especificos a Hsp65r.

Tesis Doctoval Vet Bavbpovo Ferndnoez

105



Capitulo I
Resultooos

El uso de la técnica de ELISA de isotipos de 1gG especificos

frente a PPA en sueros de bovinos naturalmente infectados

A partir del hallazgo de incrementos en los niveles de 1gG, 1gG2 e 1gG3 especificas en
sueros de bovinos naturalmente infectados en estadio subclinico, se evalu6 la aplicacion de
la técnica de ELISA de isotipos de 1gG especificos frente a PPA en sueros de bovinos
provenientes de rodeos infectados con Map. PPA fue el antigeno utilizado debido a que es
el recomendado por la OIE (2008) y es el més utilizado en el diagndstico seroldgico a nivel
mundial (Gilardoni y col., 2012; OIE, 2014).

Se trabajé con muestras de leche, suero y MF de 108 bovinos que fueron categorizados

en: expuestos, infectados subclinicos, infectados clinicos y controles negativos (Tabla 13).

Signos PCR MF

Grupos N Procedencia
clinicos y/o leche
Controles Negativos (CN) 38 - - R
Expuestos (E) 30 + - -
Infectados Subclinicos (ISC) 26 + - +
Infectados Clinicos (IC) 14 + + +

Tabla 13. Grupos de bovinos. Los datos estan expresados como + (positivos) o - (negativos).

Los resultados de 1gG, IgG1 e IgG2/ELISA-PPA se muestran en la Figura 27.
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Figura 27. Resultados de los isotipos de IgG/ELISA-PPA. Gréficos de puntos de IgG, IgGl e
IgG2/ELISA-PPA (a): los resultados estan representados como promedio de densidades Opticas
(DO); las lineas y los nimeros en itéalica representan los valores de corte (VC, obtenidos a partir de
las curvas ROC). Las letras indican diferencias significativas entre grupos. Positividad de 1gG, 1gG1
e IgG2/ELISA-PPA por grupo (b): porcentajes de positividad; entre paréntesis se indican nimeros
de animales positivos vs. nimeros de animales totales por grupo. Grupos: controles negativos (CN,
n = 38), expuestos (E, n = 30), infectados subclinicos (ISC, n = 26) e infectados clinicos (IC, n = 14).

Los niveles de IgG PPA-especifica se encontraron aumentados (p < 0,0001) en suero de
todos los grupos de bovinos provenientes de rodeos infectados con Map (expuestos,
infectados subclinicos e infectados clinicos). El grupo de bovinos infectados clinicos mostro
92,9 % de positividad y alcanz6 los valores de DO mas altos. Mientras que, el grupo de

infectados subclinico sélo expuso 23,1 % de positividad.
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Al analizar los datos del IgG1/ELISA-PPA, sélo el grupo de bovinos infectados clinicos
reveld incrementos en los niveles de este isotipo (p = 0,002). Sin embargo, el porcentaje de
positividad detectado para este grupo fue del 57,1 %.

Los niveles de 1gG2 especificos frente a PPA resultd significativamente (p < 0,0001)
incrementado en todos los grupos provenientes de rodeos infectados con Map (expuestos,
infectados subclinicos e infectados clinicos). Los porcentajes de positividad fueron de 53,8
y 85,7 para los grupos de bovinos infectados subclinicos e infectados clinicos,
respectivamente.

El estudio de 1gG3 especifica frente a PPA en suero arrojo resultados muy bajos, lo cual
imposibilitd su analisis. Los promedios de las DO obtenidos fueron: 0,019 + 0,017 (bovinos
infectados) y 0,005 + 0,006 (controles negativos).

Las curvas ROC vy el andlisis de los ABC de los 1gG, 1gG1 e IgG2/ELISA-PPA de los

grupos infectados subclinicos e infectados clinicos se muestran en la Figura 28.

(@)
Infectados Subclinicos (ISC) Infectados Clinicos (IC)
100 —T
I |
80 ,i/_f_,
%60 109G
3‘3,40 ABC ABC
Ch 0,719 0998 | | 1962
20 |
i 0,812 0,927
0 F| T T T N TR T T I T T O T T T T S O T T I [ TR T T T N T T T T T T T N T T 1
(0) 0 200 40 60 80 100 O 200 40 60 80 100
ISC 100 - Especificidad IC
Comparacion de ABC Comparacion de ABC
IgG~1gGl p=0,086 IgG~1gGl p=0,006
1gG~19gG2 p=0,240 1gG~19gG2 p=0,072
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Figura 28. Rendimientos de isotipos de IgG/ELISA-PPA de bovinos infectados subclinicos (ISC) e
infectados clinicos (IC). Curvas ROC y areas bajo las curvas (ABC) para IgG (azul), IgG1 (violetas)
e 1gG2 (verdes)/ELISA-PPA (a). Andlisis estadistico (comparacion) entre dos ABC (b).
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Los ABC fueron superiores para los infectados clinicos en relacién a los obtenidos para

los bovinos infectados subclinicos.

En la Tabla 14 se expresan los valores de especificidad y sensibilidad para los 1gG, 1gG1
e IgG2/ELISA-PPA.

ELISA Sensibilidad
Especificidad
PPA Subclinicos Clinicos Total
IgG 100,0 % 23,1 % 92,9 % 47,5 %
lgG1 94,7 % 11,5% 57,1 % 27,5 %
1gG2 92,1 % 53,8 % 85,7 % 65,0 %

Tabla 14. Especificidad y sensibilidad de isotipos de IgG/ELISA-PPA. La especificidad de cada
técnica fue calculada como el % de bovinos negativos del grupo de controles negativos. La
sensibilidad de cada técnica fue estimada como el % de bovinos positivos de los grupos de infectados
con Map (subclinicos y/o clinicos).

El 1gG/ELISA-PPA mostro la mayor especificidad (100 %) y sensibilidad para los
infectados clinicos (92,9 %, Tabla 14), asi como también, el méas alto ABC (0,998, Figura
28). Sin embargo, esta prueba solo detectd6 como positivos 6/26 (23,1 %) de los bovinos
infectados subclinicos y 8/30 (26,7 %) de los expuestos (Figura 27b).

El IgG1/ELISA-PPA mostro bajos rendimientos (principalmente para el grupo de bovinos
infectados subclinico) y una baja sensibilidad (27,5 % del total de bovinos infectados, Figura
28 y Tabla 14).

El 1gG2/ELISA-PPA mostré una especificidad del 92,1 % (Tabla 14) y la mejor
performance para los infectados subclinicos (ABC = 0,812, Figura 28) en comparacion con
los IgG/ELISA-PPA (ABC = 0,719) e IgG1/ELISA-PPA (ABC = 0,526). Este ELISA
detect6 al 53,8 % de los animales infectados subclinicos y 63,3 % de los expuestos (Figura
27b). Es de destacar que el IgG2/ELISA-PPA mostro la méaxima sensibilidad (65,0 %,
teniendo en cuenta todos los bovinos infectados; Tabla 14) y detectd 26/40 del total de los
bovinos infectados, mientras que sélo 19/40 fueron identificados por el IgG/ELISA-PPA
(Figura 27D).
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Discusion

El estudio de los anticuerpos a nivel sistémico y local aporta datos para una comprension
més profunda de la inmunopatogenia de la paratuberculosis asi como también para su
aplicacion en diagndstico.

La identificacion de los bovinos infectados con Map representa un desafio para los
veterinarios, principalmente en los estadios tempranos de la paratuberculosis en los que no
se manifiestan los signos clinicos y se excretan bacterias de manera intermitente. La
deteccidn indirecta de los animales infectados a través de la evaluacion de Acs especificos
constituye una estrategia practica en relacion al cultivo del agente infeccioso. Sin embargo,
los niveles de Acs en sueros son bajos en el estadio subclinico (Nielsen y Toft, 2008), por lo
que el estudio de isotipos de inmunoglobulinas o de nuevos antigenos podria mejorar las
herramientas diagndsticas existentes.

A fin de arribar a un panorama general de la respuesta inmune humoral inducida en la
infeccion natural por Map en bovinos, se decidié evaluar los isotipos especificos frente a la
bacteria entera. Los niveles de IgM detectados fueron bajos y no se hallaron diferencias entre
los grupos, en concordancia con trabajos publicados (Yokomizo y col., 1985; Koets y col.,
2001; Mundo y col., 2008). Sin embargo, Abbas y Riemann (1988) informaron incrementos
significativos de este isotipo con especificidad a PPA en muestras de suero de bovinos
infectados con Map. Teniendo en cuenta el hallazgo de IgM total aumentada en sueros de
bovinos con paratuberculosis clinica (Capitulo 1) no asi los niveles de IgM especificos a
Map, los Acs naturales podrian ser los implicados en el incremento de IgM total. La lesion
intestinal, que se genera en los estadios avanzados de la paratuberculosis, altera la barrera
mucosa por lo que microorganismos comensales o alimentos podrian estimular a LB1. Estos
linfocitos presentan un patrén de migracién propio relacionado con las mucosas, y producen
grandes cantidades de Acs naturales, y junto con los LB de la zona marginal del bazo son
importantes como primera linea de defensa antibacteriana, ya que pueden responder al
ingreso de patdgenos y producir Acs sin requerir la colaboracion con los LT. Dado que la
IgM es una inmunoglobulina pentamérica que posee alta avidez pero poca afinidad,
hipotetizamos que reaccionaria con Map de manera cruzada. Posiblemente, ésta sea la causa
de las diferencias entre los resultados presentados y los publicados por Abbas y Riemann
(1988).
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Los niveles de IgA serica fueron similares entre los grupos de bovinos estudiados, en
coincidencia con trabajos que describieron bajos niveles de IgA especifica (Yokomizoy col.,
1985; Abbas y Riemann, 1988) y detectable s6lo en algunos animales (Abbas y Riemann,
1988; Koets y col., 2001).

Todos los bovinos infectados mostraron incrementados los niveles de IgG Map-especifica
en suero. Por lo tanto, este hallazgo en muestras séricas de bovinos infectados subclinicos
indicaria que los Acs aparecen tempranamente en la infeccion natural por Map. En este
sentido, trabajos publicados detectaron aumentos significativos de 1gG especifica frente a
Map (bacteria entera) y/o PPA en sueros de bovinos infectados (Abbas y Riemann, 1988;
Mundo y col., 2008). Ademas, los mayores niveles de IgG se identificaron en las muestras
de los animales infectados clinicos.

La 1gG1 Map-especifica se detectd incrementada Gnicamente en sueros de los bovinos
infectados en estadio clinico en concordancia con otros estudios que utilizaron diferentes
antigenos: bacteria entera, PPA, PPDp, p34r y LAM (Yokomizo y col., 1985; Koets y col.,
2001; Mundoy col., 2008; Jolly y col., 2011). Koets y col. (2001) también hallaron aumentos
de IgG1 en sueros de bovinos infectados en estadio subclinico utilizando los antigenos
Hsp65 y LAM.

Nuestros resultados muestran altos niveles de 1gG2 especifica a bacteria entera en sueros
de todos los bovinos infectados, en coincidencia con trabajos previos que han descripto 1gG2
especifica frente a diversos antigenos de Map en sueros de bovinos con paratuberculosis
clinica: bacteria entera, PPA y PPDp (Koets y col., 2001; Mundo Yy col., 2008). Mientras
que, en otros experimentos con bovinos con paratuberculosis clinica no se hallaron aumentos
especificos frente a PPA, Hsp, p34r y LAM (Yokomizo y col., 1985; Koets y col., 2001;
Mundo y col., 2008).

En cuanto a los bovinos infectados subclinicos, nuestros resultados coinciden con el
trabajo publicado por Koets y col. (2001), quienes identificaron incrementos de 1gG2
especifica a distintos antigenos de Map (PPDp, Hsp70 y LAM).

La produccion 1gG3r fue exitosa, sin embargo quedaron restos de otras proteinas del
vector (E. coli). Por ello se desarroll6 un método de pre-adsorcion de los sueros con E. coli
a fin de reducir/eliminar la reactividad frente a esta bacteria y poder utilizar IgG3r como
patron para cuantificar 1IgG3 en muestras bovinas. Existen pocos trabajos que hayan
estudiado a la 1IgG3 bovina (Butler y col., 1987; Mundo y col., 2008). Nuestro grupo produjo
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un suero de conejo anti-lgG3 bovina para poder realizar el estudio de este isotipo en muestras
de suero de bovinos infectados con Map. En el presente trabajo, se identificé este isotipo con
especificidad a Map en muestras de suero de todos los bovinos infectados. Estos resultados
coinciden con estudios previos de nuestro grupo, en el que se detectdé 1gG3 especifica a
bacteria entera, PPA, y p34r en sueros de bovinos con paratuberculosis clinica (Mundo y
col., 2008).

A partir de los resultados obtenidos, se puede sefialar que el aumento de 1gG especifica
en sueros de bovinos infectados clinicos se debe principalmente al isotipo IgG1 mientras que
en los bovinos subclinicos, los isotipos 1gG2 e 1gG3 serian los isotipos mas importantes.
Ademas, estos datos concuerdan con los expresados por Estes y Brown (2002), quienes
propusieron que en las respuestas inmunes de tipo T helper 1 (primera etapa de la patologia,
subclinica) predomina el isotipo 1gG2, mientras que en las respuestas inmunes de tipo T
helper 2 (estadio clinico) se caracterizan por el predominio de IgGL1.

En el estudio de Acs totales en muestras de MF se identificaron incrementos de IgM, 1gG
e IgA en muestras de infectados clinicos, sin embargo al estudiar los isotipos especificos a
la bacteria entera, los infectados subclinicos mostraron mayores niveles de 1gG3 y de IgA
(en 2/5 bovinos infectados subclinicos). El analisis de 1gG3 mostré niveles levemente
superiores en muestras de MF en relacion a los del suero, lo que podria estar indicando que
es un isotipo importante en mucosas. No existe mucha informacién al respecto, por lo que
estudios de este isotipo en la mucosa intestinal deberian llevarse como para confirmar su
importancia en la respuesta inmune en mucosas principalmente en la paratuberculosis. La
alta reactividad de 1gG3 hallada por los bovinos controles negativos podria corresponder al
cruzamiento con otras micobacterias (dado que las muestras se estudiaron sin pre-adsober
con M. phlei).

La evaluacién de las muestras de MF mostré a un animal altamente respondedor (IgA,
IgG, 1gG1 e IgG3) y correspondio al bovino caravana n° 07 (infectado clinico). Los isotipos
IgG1 e IgA son los predominantes en la mucosa intestinal en bovinos, los que se podrian
producirse a nivel local por células plasmaticas o podria, a partir de la circulacion sanguinea,
alcanzar la luz intestinal mediante un transporte selectivo (Butler, 1983; Kacskovics, 2004;
Tizard, 2013). El intestino de este animal mostré ademas el tipico aspecto cerebroide y

lesiones histopatoldgicas avanzadas (Figura 29; Mundo, 2005), por lo que los altos niveles
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de IgG1 detectados en sMF podrian estar indicando también que el grado de lesion en el

tejido intestinal permitiria el escape de Acs al lumen.

Figura 29. Intestino y linfonddulo mesentérico del bovino infectado clinico caravana n® 07. Se
observan las serosas edematizadas, linfangitis de los vasos de la serosa del intestino y del mesenterio,
engrosamiento e hiperemia de la mucosa intestinal y adenitis del linfondédulo mesentérico (Mundo,
2005).

Este trabajo se desarrollé en busqueda de mejorar el diagndstico serolégico de la
paratuberculosis mediante la evaluacion de otros antigenos. En este sentido, diversos autores
plantearon la necesidad de la utilizacion de otros antigenos a fin de mejorar el diagnéstico
(Eda y col., 2006; Speer y col., 2006; Scott y col., 2010; Mikkelsen y col., 2011). Las Hsp
son antigenos conservados entre las micobacterias, otros procariotas y proteinas eucariotas.
Muchos investigadores las consideran antigenos inmunodominantes en NUMerosos procesos
patolégicos (Zugel y Kauffman, 1999b; Koets y col., 1999 y 2001; Quintana y Cohen, 2011,
Afzal col., 2015). Un trabajo demostré que LT de ovinos infectados con Map proliferan
frente al estimulo con Hsp65 (Colston y col., 1994b). Ademas, estudios realizados en
bovinos infectados naturalmente por Map detectaron que la Hsp65 induce a la respuesta
humoral (Koets y col., 2001) como celular (Koets y col., 1999).
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Durante el transcurso de esta tesis se desarroll6 un ELISA para identificar Acs especificos
frente a Hsp65r. Pero sélo se detectaron 2 de los 19 bovinos infectados con Map como
reactores (11 %). Los porcentajes de bovinos infectados que respondieron a la Hsp65r fueron
menores a los descriptos por otros autores; el-Zaatari y col. (1995) que identificaron como
bovinos infectados positivos a la Hsp65 al 20 % (5/25) de los subclinicos y el 30 % (3/10)
de los clinicos. Por su parte, Koets y col. (2001) hallaron incrementos en los niveles de 1gG1
especificos frente a Hsp65 en sueros de bovinos infectados subclinicos. Estas diferencias
podrian relacionarse con el tamafio de las proteinas utilizadas. EI primer grupo trabajé con
la Hsp65 entera mientras que el segundo lo hizo con una parte de la misma (Colston y col.,
1994a) pero de mayor tamario a la nuestra. La Hsp65r que produjimos corresponde a los
nucledtidos desde 197 a 868 de la secuencia descripta por Colston y col. (1994a). Por lo que,
podriamos pensar que los aminoacidos que faltan en nuestra proteina recombinante podrian
ser los responsables de la pérdida en la deteccion de los animales infectados o que la proteina
obtenida, por expresion en E. coli, es distinta a la Hsp65 nativa, por lo menos en lo que
corresponde a epitopes conformacionales. Se describen problemas en el replegamiento asi
como también ausencia de modificaciones postraduccionales en la produccion de proteinas
recombinantes en vectores de expresion procariota.

El hecho de detectar aumentos en los niveles de 1gG, 1gG2 e IgG3 Map-especificas en las
muestras de suero provenientes de los animales en estadio subclinico es de gran valor ya que
podria aportar para el desarrollo de nuevas herramientas para el diagnostico precoz de esta
patologia. Se incorpord entonces la evaluacion de la técnica de ELISA de isotipos de IgG
especificos frente a PPA para su aplicacion en el diagnéstico de paratuberculosis en bovinos.
PPA fue el antigeno seleccionado debido a que es ampliamente utilizado a nivel mundial
(OIE, 2014). Si bien el laboratorio Allied no informa como se producen los antigenos de
PPA, diversos autores informan que corresponden a los antigenos intra-citoplasmaticos de
Map y que se obtienen a partir de realizar la destruccion de la bacteria y la remocién de los
restos de pared (Bannantine y col., 2002; Li y col., 2005; Bannantine y col., 2010).

Similar a los resultados discutidos previamente (IgG Map-especifica), se detectaron
incrementos en los niveles de 1gG especificos frente a PPA en sueros de todos los bovinos
infectados. Ademas, los mayores niveles los mostraron los bovinos infectados clinicos.

El aumento de IgG especificos frente a PPA en bovinos infectados clinicos fueron
previamente descriptos (Abbas y Riemann, 1988; Mundo y col., 2008) y constituye el
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fundamento del diagnostico seroldgico tradicional. Nuestros resultados muestran un
IgG/ELISA-PPA con una especificidad del 100 %. Este dato est4 en concordancia con
trabajos publicados por otros autores (Tabla 15, Sockett y col., 1992; Collins y col., 2005;
Eday col., 2006; Speer y col., 2006; Scott y col., 2010). Cuando evaluamos la sensibilidad,
nuestros resultados muestran que este ELISA (IgG) fue la mejor de las metodologias
estudiadas para identificar a los bovinos infectados en estadio clinico (92,9 %). En este
sentido, se demostr6 que los ELISAs convencionales identifican principalmente a esta
categoria de bovinos infectados (clinicos, Nielsen y Toft, 2008). En cuanto a la sensibilidad
detectada, fue superior a la descripta en ELISAs comerciales (Tabla 15 y Revision realizada
por Nielsen y Toft, 2008) sin embargo, fue levemente inferior a los resultados publicados
que utilizan el SELISA, el EVELISA y el EVA-ELISA (Tabla 15, Eda y col., 2006; Speer y
col., 2006; Scott y col., 2010). Estas diferencias posiblemente se deban a la composicion
antigénica dado que estas técnicas utilizan antigenos obtenidos por tratamiento con

solventes.
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Sensibilidad Especificidad

ELISA ) %) Bovinos  Antigenos Cita
Allied 66 95 ISC ni Sockett y col.
Paracheck 57 99 Exc ni (1992)
Idexx 28 95 ni
Paracheck 28 100 ni Collins y col.
Pourquier 28 100 =X ni (2005)
Synbiotic 46 85 ni
EVELISA 97 100 Exc Extol Eday col.
Biocor - ni (2006)
SELISA 94 100 Exc Sup Speer y col.
IDEXX 26 ni (2006)
EVA-ELISA 97 100 Extol Scott y col.
IDEXX 49 97 =X ni (2010)

Tabla 15. Trabajos publicados que analizaron ELISAs aplicados al diagndstico de paratuberculosis
en bovinos naturalmente infectados. ELISAs comerciales: Allied (Allied Monitor Laboratories Inc.,
Fallete, Misuri, USA); Biocor (Biocor Animal Health, Nebraska, USA); ldexx (IDEXX Laboratories,
Inc., Westbrook, USA); Parachek; Pourquier; Synbiotic (SERELISA ParaTB Ab Mono Indirect,
Synbiotic Corp., California, USA). ELISAs desarrollados por investigadores y no disponibles
comercialmente: SELISA, EVELISA y EVA-ELISA. Las Sensibilidad y Especificidad estan
expresadas en porcentaje (%). ISC: infectados subclinicos; Exc: excretores de Map por materia fecal;
Sup: antigenos de superficie de Map; Exto: antigenos obtenido por tratamiento con etanol; ni: no

informada.

Si bien el isotipo 1gG1 se hallé6 como caracteristico en muestras de suero de bovinos
infectados clinicos, el IgG1/ELISA-PPA evaluado no mejoro la deteccion de esta categoria
de animales en relacion al IgG/ELISA-PPA.

Es de destacar que el IgG2/ELISA-PPA permiti6 identificar a la mayoria de los bovinos
infectados (subclinicos y clinicos). Ademas, detectdé mayor nimero de bovinos infectados
subclinicos en comparacion al IgG/ELISA-PPA (54 vs. 23 %). Estos resultados concuerdan
con los obtenidos cuando utilizamos a la bacteria de Map entera como antigeno. El
porcentaje de animales infectados subclinicos detectados por el 1IgG2/ELISA-PPA (54 %)
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fue similar al informado por otro grupo de investigacion de la Argentina que utiliza un
IgG/ELISA-PPA (50 %, Paolicchi y col., 2003).

Varios investigadores demostraron que M. phlei es la bacteria que se debe utilizar para
eliminar la reactividad cruzada generada por otras micobacterias (Yokomizo y col., 1985;
Scott y col., 2010) y por ello se utilizé en la pre-adsorcion de los sueros. Sin embargo, 3
bovinos del grupo control mostraron DO superiores al valor de corte de la técnica de
IgG2/ELISA-PPA. Esto podria deberse a reactividad cruzada con la microbiota (falsos
positivos) o a animales infectados que aun no estén excretando Map o que no la hayan
excretado al momento en que se tomaron las muestras (falsos negativos, Collins y col., 2005;
Nielsen, 2010). En este sentido, el cultivo de muestras de MF permite detectar una
concentracion bacteriana de al menos 100 UFC / g de muestra (Merkal, 1970). Entre los
factores responsables de la baja sensibilidad se encuentra el tratamiento de las muestras con
agentes antimicrobianos utilizados para disminuir los contaminantes en los cultivos, los
cuales repercuten sobre la viabilidad, recuperacion y crecimiento de las micobacterias
(Whittington, 2010). Por lo tanto, la utilizacion de esta técnica para confirmar la ausencia de
infeccion por Map en animales seria limitado (Collins y col., 2005). En este mismo sentido,
Nilsen (2010) ha remarcado la importancia de estudiar a los animales eliminadores y no
eliminadores de bacterias para evaluar técnicas inmuno-diagndsticas. A partir de esta
observacion hemos incorporado en nuestro estudio al grupo de animales expuestos, que se
originaron de rodeos infectados con Map. Es de destacar que este grupo, a pesar de
considerarlo, fue excluido en los analisis de especificidad y sensibilidad debido a que no se
puede confirmar su infeccion por Map o su ausencia. Estudios diagnosticos como el cultivo
de tejidos e histopatologia, deberian realizarse sobre esta categoria de animales a fin
confirmar si corresponden a bovinos infectados que no excretaron Map en el momento del
muestreo (por lo que se los deberia incluir en la categoria de animales infectados) o si son
animales negativos (no infectados) que quizas poseen Acs inducidos por microorganismos
ambientales. EI IgG2/ELISA-PPA permitio detectar mas animales positivos dentro del grupo
de expuestos en relacion a los otros isotipos evaluados (63 vs. 27 0 3 %, para IgG2, 1gG e
IgG1, respectivamente). Huda y col. (2004) también evaluaron a la categoria de bovinos

expuestos pero identificaron al 11 % como positivos usando un IgG/ELISA-PPA.
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La metodologia y reactivos utilizados para estudiar los niveles de 1gG3 especificos frente
a PPA no permitieron identificar respuesta, posiblemente debido a que la sensibilidad de la
técnica no permite detectar tan baja cantidad de 1gG3 PPA-especifica en los sueros.

Conclusiones

Mediante el estudio de los isotipos especificos frente a Map se detectaron incrementos en
los niveles de IgG sérica en todos los bovinos infectados. El isotipo 1gG1 aumentd en los
infectados clinicos mientras que 1gG2 e IgG3 se detectaron como caracteristicos del estadio
subclinico. Asimismo, la deteccion de IgG2 especifica frente a PPA mediante la técnica de
ELISA mejord el diagnostico de animales infectados con Map en estadio subclinico. Por lo
tanto, proponemos la combinacién de IgG2/ELISA-PPA e IgG/ELISA-PPA para
incrementar la identificacion de rodeos con animales en diferentes estadios de la
paratuberculosis.

La Hsp65 ha sido identificada como un antigeno inmunodominante en la
paratuberculosis, sin embargo nuestros resultados muestran una baja reactividad frente a la
proteina recombinante producida en nuestro laboratorio. Problemas conformacionales o la
pérdida de epitopes B (presentes en la Hsp65 y no incluidos en el fragmento seleccionado,
relacionados al sistema de expresion o por el pegado a la placa de ELISA) podrian ser los
responsables.
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Repuesta inmune humoral inducida por la infeccidon
experimental con aislamientos locales de Map

en terneros

Resultados

Los terneros son los mas susceptibles a la infeccion por Map (Windsor y Whittington,
2009). Ademas, se ha demostrado que existe la transmision entre terneros (Benedictus y col.,
2008) y que las metodologias diagnosticas disponibles fallan en la deteccién de estos
animales. En este trabajo de tesis, se estudiaron terneros desafiados en forma experimental
con aislamientos locales de Map, a fin de mejorar el conocimiento de esta etapa de la

infeccién subclinica.

Desarrollo de reactivos
Produccion de p34r

El peso de la p34r obtenida fue de 20,6 - 28,9 kDa (Figura 30, calle 2) y coincidio con el
peso esperado (26 kDa; Mundo y col., 2005). Se produjeron aproximadamente 7 mg totales

de p34r que fue utilizada como antigeno.
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Figura 30. Expresion y purificacion de p34r. SDS-PAGE en gel de poliacrilamida al 12 % tefiido
con 0,1 % azul de coomassie. Calle 1: patron de pesos moleculares pre-tefiido (Bio-Rad) con
fragmentos de 209, 124, 80, 49, 34,8, 28,9, 20,6, 7,1 kDa (Gltimo fragmento no visible); con flechas
se marcan los patrones de 28,9 y 20,6 kDa; calle 2: p34r parcialmente purificada; calle 3: E. coli
BL21 pLysS transformada con p34-pRSET A; calle 4: E. coli BL21 pLysS transformada con pRSET

A sin inserto.

Infeccion

La infeccion de los terneros con los aislamientos de A y C de Map se realiz6 por via oral,
dos dias consecutivos y consistio en 125 mg de Map peso humedo por animal por dia.
Cuando se corroboraron las dosis infectivas por recuento de UFC viables (Tabla 16), se
detectaron diferencias entre las dosis utilizadas: hubo un decimal de diferencia en las UFC

(en el analisis por dia) entre los aislamientos.

A C
Dias
UFC UFC
0 7.4 X 10° 22X 108
1 58 X 10° 3,08 X 108
Total 13,2 X 10° 53X 108

Tabla 16. Indculos de los aislamientos A 'y C de Map. Los datos estdn expresados en unidades

formadoras de colonias de Map viables / animal (UFC) por dia o en total (por dos dias).
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Evaluacion clinica

Los terneros del grupo infectado con el aislamiento A presentaron diarrea que se
autolimitd sin tratamiento, entre los dias 135 y 150 postinfeccién. Este cuadro de diarrea
impacto sobre la ganancia de peso (Figura 31): el animal n°® 928 perdié 12 kg de peso al
comparar 150 vs. 110 dias postinfeccién (177 y 189 Kg, respectivamente); mientras que el
ternero n° 931 sélo incremento su peso en 15 kg. En contraposicion, el resto de los terneros
(grupos C y CN) ganaron entre 37 y 55 Kg. Por lo tanto, el crecimiento en promedio de los

terneros del grupo A fue sélo del 3 % en relacién al resto de los animales.
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Figura 31. Impacto de la diarrea en la ganancia de peso entre los dias 110 y 150 postinfeccién. Los
datos estan expresados en promedios de ganancia de peso (Kg) + desvio estandar por grupo a los 150
en relacion a los 110 dias postinfeccion (Kgiso — Kgiio). Grupos: controles negativos (CN, n = 2),
infectados con A (A, n = 2) e infectados con C (C, n = 2).

Excrecion de Map por MF

La tabla 17 muestra las UFC de Map excretadas / g de muestras de MF. No se aislé6 Map
de ninguna MF previo a la infeccion (dia 0) ni en el transcurso de todo el experimento de las
muestras de MF provenientes de los terneros controles. Los aislamientos correspondientes
al dia 3 postinfeccion indican las bacterias que siguieron su trayecto por la via digestiva sin
penetrar el intestino (Hines y col., 2007). En el grupo C se detectaron mayores UFC de Map
/ g de MF a los 3 dias postinfeccion (160 y 200 vs. 80 UFC / g, para C y A respectivamente).
La excrecion bacteriana por MF fue transitoria durante el experimento. Se detect6 un pico

de excrecion a los 60 dias postinfeccion, dado que se aislaron entre 40 y 740 UFC de Map /
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g de MF en 3 de los 4 terneros infectados. Ademas, se aislo Map a partir de la muestra de

MF del animal n® 928 (infectado con A) desde los 30 dias postinfeccion y del ternero n® 930

hasta los 110 dias postinfeccion. Esta técnica, no permitio detectar la excrecion de Map por

muestra de MF en el animal n® 931 (correspondiente al grupo A).

Grupo Caravanas

Dias postinfeccion

0 3 30 60 110 150 180
933 0 0 0 0 0 0 0
CN

934 0 0 0 0 0 0 0

928 0 80 80 40 0 0 0
A

931 0 80 0 0 0 0 0

930 0 160 0 740 40 0 0
C

932 0 200 0 40 0 0 0

Tabla 17. Excrecién de Map por materia fecal. Los datos estan expresados en unidades formadoras

de colonias de Map / g de muestra de MF / animal. Grupos: controles negativos (CN, n = 2),

infectados con A (A, n = 2) e infectados con C (C, n = 2).

Induccidn de respuesta inmune celular

Cinética de produccion de INFy especifico

Se realiz6 la evaluaciéon de la produccién de INFy en cultivos de sangre periférica

estimulada con PPDa, PPDb, Hsp65r y p34r, y sin estimular (Figura 32).
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Figura 32. Cinética de produccion de INFy por células periféricas estimuladas con PPDa o sin
estimular. Los datos estan expresados en promedios de densidad Optica (DO) + desvio estandar por
grupo. Grupos: controles negativos (verde, n = 2), infectados con A (rojo, n=2) e infectados con C

(rosa, n=2). Las letras indican diferencias significativas entre grupos.

La produccién de INFy por células periféricas mostré variaciones individuales y en el
tiempo. En general, las células sin estimular arrojaron niveles de INFy superiores a las
estimuladas. A los 80 dias postinfeccion, se hallaron incrementos significativos en los
niveles de INFy producidos por células periféricas del grupo A sin estimular y estimuladas
con PPDa (Figura 32). Los niveles de INFy inducidos con PPDb, Hsp65r y p34r fueron bajos
(< 0,215 DO).

Intradermorreaccion
A los 160 dias postinfeccion, se realizo la intradermorreaccion con PPDa y PPDb en la
tabla del cuello. En la Figura 33 se muestra las reacciones detectadas a las 72 hs de

inoculadas las PPDs.
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Figura 33. Lectura de la intradermorreaccion. En la imagen de la izquierda, se indica con flechas los
granulomas reactivos frente a ambas PPDs. A la derecha se muestra la medicion de un granuloma a

las 72 hs de inoculada la PPD.

Se detectaron incrementos significativos (p = 0,005) en la intradermorreaccion con PPDa
en ambos grupos de terneros infectados experimentalmente (Figura 34). La respuesta a PPDb

mostrd reactividad en los terneros infectados, sin embargo, el tamafio del granuloma fue

menor a la inducida con PPDa.
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Figura 34. Intradermorreaccion. Se inocularon 0,1 mL de PPDa y PPDb en la tabla del cuello. Los
datos estan expresados en promedios de mmys (72 hs postinoculacidn) — mmy (luego de inocular) £
desvio estandar por grupo, para cada PPD. Grupos: controles negativos (verde, n = 2), infectados con
A (rojo, n= 2) e infectados con C (rosa, n = 2). Las letras indican diferencias significativas entre

grupos.
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Cinética de respuesta inmune humoral

Se evaluo la induccidn de los isotipos 1gG, 1gG1 e 1gG2 especificos frente a Map, PPA,

Hsp65r y p34r en las muestras de suero de los terneros infectados experimentalmente.
Reactividad frente a Map

Los resultados de los niveles de IgG, 1gG1 e 1gG2 especificos a Map se encuentran

graficados en la Figura 35.
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Figura 35. Cinética de los Acs especificos frente a Map en sueros de terneros experimentalmente
infectados. Las muestras fueron estudiadas 1/100 (IgG e 1gG1l) y 1/50 (1gG2). Los datos estan
expresados en promedios de densidad Optica (DO) + desvio estandar (DE) por grupo. Grupos:
controles negativos (verde, n = 2), infectados con A (rojo, n = 2) e infectados con C (rosa, n = 2).
Las lineas representan los valores de corte (promedio de las DO obtenidas previo a la infeccion de
todos los terneros y de todos los tiempos estudiados de los controles negativos, mas dos DE): 0,385
DO (IgG); 0,265 DO (IgG1); 0,147 DO (1gG2). Las letras indican diferencias significativas entre
grupos.
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Resultados

Los controles fueron siempre negativos (con DO por debajo de los VC). El estudio de
IgG Map-especificas permitio la identificacion de los terneros infectados desde los 60 dias
postinfeccion. Los niveles de 1gG e IgG1l en sueros de los terneros infectados fueron
significativamente superiores a los controles desde los 80 dias postinfeccion. Se pudieron
detectar ademas diferencias significativas en la respuesta inducida por los diferentes
aislamientos: C mostré mayores niveles de 1gG e 1gG1 que A, siendo significativas (p =
0,002 y 0,003, respectivamente) estas diferencias a los 150 dias postinfeccion.

El estudio de los niveles de 1gG2 Map-especificas permitié detectar la condicion de
infectado méas tempranamente, ya que el grupo A mostro reactividad desde los 50 dias

postinfeccion y el grupo C a partir de los 60 dias postinfeccién (Figura 35).

Reactividad frente a PPA
En la Figura 36 se grafican los resultados de 1gG e IgG1 especificos a PPA.
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Figura 36. Cinética de de IgG e 1gG1 especificos frente a PPA evaluados en sueros de terneros

experimentalmente infectados con Map. Las muestras de suero fueron pre-adsorbidas con M. phlei y

estudiadas 1/100. Los resultados estan graficados como promedios de densidades dpticas (DO) +

desvio estandar (DE) por grupo. Las lineas punteadas representan los valores de corte (promedio de

las DO obtenidas previo a la infeccion de todos los terneros y de todos los tiempos estudiados de los

controles negativos, mas dos DE): 0,100 DO. Grupos: controles negativos (verde, n = 2), infectados

con A (rojo, n = 2) e infectados con C (rosa, n = 2).

Los niveles de 1gG e IgG1 PPA-especificos fueron bajos (< 0,10 de DO) durante todo el

experimento, a excepcion del ternero n® 930 a los 150 dias postinfeccion (0,172 y 0,112 DO

para IgG e 1gG1, respectivamente; Figura 36).
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Resultados

Los niveles de 1gG2 PPA-especificos se muestran en la Figura 37.
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Figura 37. Cinética de 1gG2 especificos frente a PPA evaluados en sueros de terneros
experimentalmente infectados con Map. Las muestras de suero fueron pre-adsorbidas con M. phlei y
estudiadas 1/5. Los resultados individuales de cada ternero estan graficados como promedios de
densidades dpticas (DO) + desvio estandar (DE). La linea punteada representa el valor de corte
(promedio de las DO obtenidas previo a la infeccion de todos los terneros y de todos los tiempos
estudiados de los controles negativos, mas dos DE): 0,100 DO. Grupos: controles negativos (verde,
n = 2), infectados con A (rojo, n = 2) e infectados con C (rosa, n = 2).

Si bien los niveles de 1gG2 PPA-especifica mostraron variaciones individuales, todos los
terneros infectados dieron positivo al menos en algin punto durante el transcurso del
experimento. El suero del ternero n® 928 (grupo A) mostréd reactividad desde los 7 dias
postinfeccién y se mantuvo positivo durante todo el experimento. Mientras que, ambos

terneros del grupo C, fueron positivos desde los 80 dias postinfeccion (Figura 37).

Reactividad frente a Hsp65r
En la Figura 38 se expresan los datos de 1gG, 1gG1 e 1gG2 Hsp65r-especificos.
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Figura 38. Cinética de los Acs especificos frente a Hsp65r en sueros de terneros experimentalmente
infectados con Map. Las muestras fueron pre-adsorbidos con E. coli y estudiadas a una dilucién de
1/50. Los datos estan expresados en densidades Opticas (DO) promedio corregidas: DO frente a
Hsp65r - DO frente a extracto de E. coli + desvio estdndar (DE). Las lineas punteadas representan
los valores de corte (promedio de las DO obtenidas previo a la infeccion de todos los terneros y de
todos los tiempos estudiados de los controles negativos, mas dos DE): 0,233 DO (IgG); 0,141 DO
(1gG1); 0,100 DO (lIgG2). Grupos: controles negativos (verde, n = 2), infectados con A (rojo, n = 2)
e infectados con C (rosa, n = 2).
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Resultados

Los niveles de 1gG, IgG1 e 1gG2 Hsp65r-especificos fueron bajos. Un bovino control
mostro valores por encima del VVC de IgG, lo que podria deberse a reactividad cruzada con
otras proteinas de shock térmico. Mientras que, de los terneros experimentalmente
infectados, un animal del grupo C (caravana n® 930) mostro reactividad frente a Hsp65r con
un pico de IgG e IgG1 entre los 7 y 50 dias postinfeccion. Los valores de 1gG2 fueron todos

por debajo del valor de corte (Figura 38).

Reactividad frente a p34r

La reactividad frente a p34r se muestra en la Figura 39.
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Figura 39. Cinética de los Acs especificos frente a p34r en sueros de terneros experimentalmente
infectados con Map. Las muestras fueron pre-adsorbidos con E. coli y estudiadas a una dilucién de
1/50. Los datos estan expresados en densidades opticas (DO) promedio corregidas: DO frente a p34r
- DO frente a extracto de E. coli + desvio estandar (DE). Las lineas punteadas representan los valores
de corte (promedio de las DO obtenidas previo a la infeccion de todos los terneros y de todos los
tiempos estudiados de los controles negativos, mas dos DE): 0,100 DO. Grupos: controles negativos
(verde, n = 2), infectados con A (rojo, n = 2) e infectados con C (rosa, n = 2). Las letras indican
diferencias significativas entre grupos.
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Resultados

p34r fue solamente reconocida por los sueros del grupo A, los cuales mostraron niveles
de 1gG e IgG2 por encima de los VCs, desde los 15 (ternero n® 931) y 110 (ternero n°® 928)
dias postinfeccion. A los 110 dias, se detectaron incrementos significativos en los niveles de

IgG e 1gG2 en el grupo A. Mientras que los niveles de IgG1 fueron bajos (Figura 39).
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Discusion

El modelo de infeccion de terneros con Map permite evaluar la respuesta inmune
temprana. Se selecciono este modelo debido a que los terneros dentro de los primeros meses
de vida representan la categoria de animales mas susceptibles (Manning y Collins, 2001;
Whittington, 2010). En este trabajo se estudiaron a los terneros infectados durante 180 dias,
este periodo es considerado parte del periodo de incubacion en esta patologia cronica dado
que la manifestacion clinica aparece en bovinos lecheros entre los 5 y 10 afios (Manning y
Collins, 2001).

Para realizar la infeccion experimental, se siguieron las sugerencias del Johne's Disease
Integrated Project Animal Model Standardization Committee (Hines y col., 2007; Hines,
2010), por lo que se realizo el desafio de los animales a través de la via oral con 125 mg peso
humedo de Map durante dos dias consecutivos. Al realizar la cuantificacion de las UFC
viables en los indculos infectantes se hallaron diferencias en un decimal entre los
aislamientos A 'y C de Map, similar al error previamente descripto por Hines y col. (2007).

El analisis de los cultivos de muestras de MF de los terneros experimentalmente
infectados mostr6 que todos los animales desafiados excretaron bacterias a los 3 dias
postinfeccion. Estos aislamientos corresponden a los Map que continuaron su trayecto por
la via digestiva sin infectar (Hines y col., 2007). Y este procedimiento confirmd la viabilidad
de los inéculos utilizados para la infeccion. Los animales del grupo C recibieron menor dosis
de bacterias viables sin embargo mostraron mayor nimero de bacterias en muestras de MF
a los 3 dias postinfeccion, por lo que podriamos hipotetizar que ingresaron menor cantidad
de bacterias en los animales del grupo C.

Se pudo aislar Map luego de los 3 dias postinfeccion a partir de muestras de MF de los
animales infectados experimentalmente a excepcion del ternero n°® 931. La baja sensibilidad
del cultivo de MF (Merkal, 1970) podria ser el causa por la falta de deteccion de Map en
muestras de MF del animal n°® 931. Entre los factores responsables de dicha sensibilidad se
encuentra el tratamiento de las muestras con agentes antimicrobianos utilizados para
disminuir los contaminantes en los cultivos, los cuales repercuten sobre la viabilidad,
recuperacion y crecimiento de las micobacterias (Whittington, 2010). Ademas, los animales
en estadio subclinico excretan pequefias cantidades y en forma intermitente de Map por

heces (Nielsen y Toft, 2008). Otros investigadores han informado cultivos de muestras de
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MF negativos en ensayos de infeccion experimental utilizando diferentes dosis infectivas de
Map (Tabla 18; Koo y col., 2004; Sweeney y col., 2006; Eisenberg y col., 2011). El resto de
los terneros infectados experimentalmente (caravanas n°® 928, 930 y 932) excretaron Map
por MF entre los 30 y 110 dias postinfeccidn. En nuestro experimento, el pico de excrecién
de Map fue a los 60 dias postinfeccion, en coincidencia con algunos trabajos que lo describen
entre los 60 y 130 dias postinfeccion (Koets y col., 2006; Santema y col., 2012; Subharat y
col., 2012; Mortier y col., 2014a). Stabel y col. (2009) infectaron terneros con homogenato
de mucosa de ileon de un animal adulto con paratuberculosis clinica o con la cepa K10 de
Map, del primer grupo aislaron Map hasta los 120 dias postinfeccion luego el hallazgo fue
esporadico mientras que no detectaron Map en los terneros infectados con la cepa de
laboratorio hasta los 360 dias postinfeccion.

) Dias _
Infeccidn ) N Cita
estudiados
2,5 X 10%° UFC / dia durante 2 dias* 42 6 Sweeney Yy col. (2006)
8 X 10° UFC / dia durante 3 dias _
84 12  Eisenbergy col. (2011)
por 3 semanas”
1 X 107 UFC / dia durante 7 dias* 504 3 Koo y col. (2004)

Tabla 18. Trabajos publicados de infeccidén experimental en terneros con resultados negativos al
cultivo de muestras de materia fecal. Las dosis infectivas estan expresadas en unidades formadoras
de colonias de Map / animal (UFC) por dia. N = nimeros de animales; * infeccion via oral; #

infeccion por particulas de polvo.

En nuestro ensayo, los animales infectados con el aislamiento A mostraron un episodio
de diarrea entre los 135 y 150 dias postinfeccion que se autolimito sin tratamiento, Map
podria no ser el agente causal ya que no se pudo aislar a la bacteria en muestras de MF de
estos animales en coincidencia con la signologia. Se describe que la diarrea producida por
la patologia (paratuberculosis) ocurre en los ultimos estadios de la enfermedad asociada a
lesiones granulomatosas intestinales que generan mala absorcion de nutrientes y perdida de

proteinas (Patterson y col., 1967), la que evoluciona hacia la emaciacion de los animales
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afectados. Y los terneros que infectamos experimentalmente no mostraron lesiones
macroscopicas intestinales a la necropsia (Ingratta y col., 2015).

Con respecto a la produccion de INFy por células periféricas, detectamos variaciones
individuales a través del tiempo y entre individuos, similar a trabajos publicados (Koo y col.,
2004; Olsen y col., 2005). Ademas, se hallaron altos niveles de INFy producidos de forma
espontanea por células periféricas. En este sentido, Koets y col. (2006) encontraron altas
cantidades de células productoras de INFy (sin estimular) evaluadas mediante la metodologia
de ELISPOT, principalmente durante los primeros tres meses de vida de terneros. Olsen y
col. (2005) identificaron que las células NK de los bovinos sanos jovenes son las
responsables de la sintesis de INFy inespecifico. Asimismo, este hallazgo sumado al hecho
que los animales jovenes tienen mayores cantidades de células NK en sangre periférica
(Kulberg y col., 2004) justifican nuestros resultados e impactan sobre las técnicas que se
utilizan para el diagndstico de tuberculosis y paratuberculosis (que evalian produccién de
INFy inducido por PPD), por lo que se recomienda, no emplear estas técnicas diagndsticas
en animales menores a dos afos.

En nuestro experimento, hallamos aumentos en la produccion de INFy (1,3 £0,3 ng/ mL)
por células periféricas de terneros infectados con el aislamiento A estimuladas con PPDa a
los 80 dias postinfeccion. Estos niveles coinciden con los descriptos por Stabel y col.
(2011a), quienes utilizaron Map sonicado como estimulo y la prueba comercial Bovigam;
sin embargo en el trabajo citado, los niveles se incrementaron durante el transcurso del
experimento (360 dias). Otros autores que evaluaron cinéticas de produccion de INFy con la
prueba comercial Bovigam informaron incrementos desde los 140 (Watkins y col., 2010) y
194 (Waters y col., 2003) dias postinfeccion. Las diferencias entre los datos de trabajos
publicados y los nuestros, podrian deberse al tipo de test utilizado asi como también el
aislamiento empleado en la infeccion. Subharat y col. (2012) informaron sélo un 35 % de
los animales como positivos mediante la prueba de INFy a los 90 dias postinfeccion. En
nuestro experimento, los animales infectados con el aislamiento C arrojaron niveles de INFy
bajos durante todo el ensayo.

Si bien se ha descripto reactividad cruzada entre PPDa y PPDb (Bezos y col., 2012; Brito
y col., 2014; OIE, 2014; Seva y col., 2014), mediante la evaluacion de INFy, sélo hemos
detectado respuesta inducida por PPDa. Tampoco evidenciamos produccion de INFy

inducida frente a Hsp65r. Por el contrario, un estudio realizado en terneros infectados
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naturalmente con Map identifico incrementos en la produccion de INFy por células
periféricas estimuladas con Hsp65 (Appanna y col.,, 2013). En el caso de p34r, fue
identificada como inmunodominante para células B bovinas (de Kessel y col., 1993;
Ostrowski y col., 2003; Mundo y col., 2008) y en nuestro experimento sélo detectamos
respuesta inmune humoral.

Ambos grupos de terneros infectados experimentalmente mostraron reactividad por IDR.
La respuesta celular inducida por PPDa in vivo y ex vivo (produccion de INFy) fue similar:
mayor respuesta por el grupo de infectados con el aislamiento A. Se detecto reactividad a
PPDb in vivo, lo que podrian deberse a reacciones cruzadas entre las micobacterias (Brito y
col., 2014; OIE, 2014; Seva y col., 2014).

En neonatos se describe una baja respuesta inmune humoral posiblemente relacionado al
bajo numero de LB en circulacién, a los niveles de corticoides neonatales y de hormonas
maternas (Tizard, 2013). Sin embargo, en nuestro experimento, el estudio de Acs frente a la
bacteria entera nos permitio identificar niveles de IgG a partir de los 60 dias postinfeccion.
Mientras que frente a PPA, los valores fueron negativos durante todo el ensayo. En trabajos
publicados por otros investigadores que utilizaron el modelo de infeccion de terneros, los
Acs dificilmente fueron identificados y en general en forma tardia (Tabla 19; pagina 139).

En esta tesis se evaluaron dos proteinas recombinantes de Map identificadas como
inmunodominantes B. Los antigenos elegidos provienen de diferentes estructuras
bacterianas: la Hsp65 se encuentra principalmente a nivel intracitoplasmatico (Koo y col.,
2004) y la p34 en la pared celular (de Kessel y col., 1993). Un s6lo animal de los
experimentalmente infectados mostro reactividad frente a Hsp65r y s6lo en un momento de
la cinética evaluada. Estos resultados aportarian mas datos para confirmar nuestras
sospechas enunciadas en la discusion correspondiente al Capitulo Il (pagina 114); por lo que
se sugiere que la Hsp65r obtenida no involucra a los epitopes B de la Hsp65 de Map o que
la proteina obtenida es distinta a la Hsp65 nativa, la ausencia de modificaciones
postraduccionales, problemas en el replegamiento o la adsorcion a la placa de ELISA
podrian ser las responsables. Por otro lado, un bovino control negativo mostré reactividad
por IgG a Hsp65r, lo que podria deberse a reactividad cruzada con proteinas de shock térmico
de otros microorganismos (El-Zaatari y col., 1995).

Si bien p34 es inmunodominante para la respuesta humoral (de Kessel y col., 1993;

Ostrowski y col., 2003; Mundo y col., 2008), fue solamente reconocida por anticuerpos del
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grupo infectado con el aislamiento A. Estos resultados podrian deberse a: que no todos los
animales respondan frente a esta proteina (carga genética), que no todos los aislamientos
expresen esta proteina en superficie o que existan modificaciones en sus epitopes B.

Otros investigadores detectaron Acs tempranos (7 — 14 dias postinfeccion) utilizando la
metodologia de Inmunoblot y el antigeno de Map sonicado (Waters y col., 2003; Stabel y
col., 2011b).

En base a los hallazgos del estudio de isotipos de IgG en sueros de bovinos naturalmente
infectados (Capitulo I1), se evaluaron los isotipos especificos en sueros de terneros
experimentalmente infectados. Los niveles de IgG1l e 1gG2 especificos frente a Map se
incrementaron a partir de los 50 dias postinfeccion y en coincidencia con los datos obtenidos
en el Capitulo 11, 1IgG2 fue el primer isotipo que mostré aumentos significativos en relacion
a los controles (60 vs. 80 dias postinfeccion, para IgG2 e IgG1 respectivamente). A nuestro
entender, un solo trabajo publicado estudi6 los isotipos de inmunoglobulinas especificas en
sueros de terneros experimentalmente infectados con Map (Schillinger y col., 2013). En
dicho experimento, realizaron la evaluacion de los sueros pre-adsorbidos con M. phlei por
la técnica de citometria de flujo, utilizando a la bacteria entera de Map como antigeno, e
informaron incrementos de IgG1 a los 300 dias postinfeccion en 2 de 12 animales mientras
que no detectaron 1gG2 especifica hasta los 392 dias postinfeccion.

Al utilizar PPA como antigeno, la identificacion de 1gG1l sérica, no permitié la
diferenciacion de los terneros desafiados mientras que el isotipo 1gG2, a pesar de mostrar
variaciones individuales, revel6 una mejora en la deteccion de la infeccion temprana.
Teniendo en cuenta que los terneros se encontraron durante todo el experimento en el estadio
subclinico, nuestros resultados coincidirian con los publicados previamente por Koets y col.
(2001), que estudiaron los niveles de IgG1 e 1gG2 especificos frente a PPDp (antigenos de
secrecion) en muestras provenientes de bovinos naturalmente infectados y detectaron
mayores niveles de 1IgG2 en subclinicos en relacion a clinicos asi como también incrementos
de IgG1 en clinicos.

La Tabla 19 resume los datos publicados y obtenidos en el presente trabajo de tesis, acerca
de la identificacion de la infeccidn de terneros desafiados con Map mediante la metodologia
de ELISA.
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Positivos en cada dia postinfeccion

ELISA Dosis y via de infeccion Citas
20 30 60 80 120 150
4X10°% UFC/dia por 4 sem* 03 03 03 03 03 0/3 Waters y col. (2003)
4X10°% UFC/dia por 3 dias* - - - 1/3 - - Eisenberg y col. (2011)
Idexx 1X10° UFC/sem por 3 sem* 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10  Subharaty col. (2012)
5X10” UFC/dia por 2 dias* 05 05 05 05 05 05 :
5X10° UFC/dia Sor 2 dias* o5 o5 o5 o5 255 25  Mortierycol (2014p)
1X107 UFC/dia por 7 dias* o5 05 05 05 05 05 Koo y col. (2004)
Herdchek 1X10* UFC/dia por 14 dias* 0/4 0/4 04 04 0/4 0/4
26X102 UFC/7 dias por 21 dias* /3 0/3  0/3 o3 o3 o3 oaeelycol (2011b)
Parachek 1X107 UFC/dia por 7 dias* o5 05 05 05 05 05 Koo y col. (2004)
Pourquier 1,8X10* UFC totales* 0/10 - - - 0/10 - Koets y col. (2006)
LAM 6 . 4 03 0/3 0/3 0/3 1/3 313 Waters y col. (2003)
4X10% UFC/dia por 4 sem .13 o3 - o3 - Eda y col. (2006)
EVELISA 1X10'* UFC/dia por 14 dias* 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4
26X102 UFC/7 diaspor 21 dia* 03 053 0/3 o3 o3 o Sweelycol (2011D)
SELISA 4X10°® UFC/dia por 4 sem* - 0/3  0/3 - 0/3 - Speer y col. (2006)
Map-1gG 0/4 0/4 414 414 34 44
Map-lgG1 0/4 0/4 214 214 44 24
Map-1gG2 3,4 X 10° UFC / diadurante 2 diasvia  1/4  1/4  4/4  4/4  4/4  4/4  Resultados presentados
PPA-IgG oral 0/4 04 014 04 04 1/4 en la presente tesis
PPA-1gG1 0/4 0/4 0/4 0/4 0/4 1/4
PPA-1gG2 1/4 1/4 1/4 4/4 3/4 2/4

Tabla 19. Resultados de ELISAs de terneros desafiados con Map. Los datos estan expresados como nimero de terneros positivos al ELISA / total de terneros
infectados experimentalmente en dias postinfeccion. Las dosis infectivas se informan en unidades formadoras de colonias de Map / animal (UFC), por via
oral (*) o intratonsilar (¥). ELISAs comerciales: Herdcheck y Idexx (IDEXX Laboratories, Inc., Westbrook, USA); Parachek (CSL Veterinary, Parkville,
Australia); Pourquier (Instituto Pourquier, Montpellier, Francia). ELISAs no disponibles comercialmente: EVELISA; LAM (lipoarabinomanano), SELISA,
Map (cepa ATCC 19698, bacteria entera inactivada por calor), PPA (antigeno protoplasmético de Map).
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Observando los resultados de la Tabla 19, podemos remarcar que la evaluacion de 1gG2
especifica (Map y PPA) por ELISA permitié detectar en forma temprana (20 dias) la
infeccion en 1 de los 4 terneros experimentalmente infectados. Ademas, la respuesta por
1gG2 especifica frente a Map (bacteria entera) detectd al 100 % de los animales infectados a
partir del dia 60 postinfeccion. Por lo tanto, podriamos sostener que existen otros antigenos
que componen la bacteria que deberian ser identificados para mejorar el diagnostico de
bovinos jovenes.

En cuanto a Hsp65r, solo se detectd reactividad en el suero de un animal infectado
(caravana n® 930, grupo C), que mostro una respuesta temprana y predominante por el isotipo
IgG1. En este sentido y en coincidencia con Koets y col. (2001), que describieron niveles
altos de IgGl y basales de IgG2 especificos a esta proteina en sueros de animales
naturalmente infectados en estadio subclinico.

p34r fue reconocida por el isotipo 1gG2 de sueros de terneros infectados con el
aislamiento A. Mundo y col. (2008) describieron reactividad de sueros de bovinos
naturalmente infectados con Map frente a p34r por IgG1,esta diferencia podria deberse a que
en ese trabajo se evaluaron sueros de bovinos con paratuberculosis clinica.

En la Tabla 20 se muestran las diferencias halladas entre los grupos de terneros

experimentalmente infectados con los dos aislamientos de Map estudiados.
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Respuesta )
Grupos Dosis Presenciade  Excrecion de . Respuesta inmune humoral
inmune celular
Experimentales  infectiva diarrea Map por MF
INFy IDR Map PPA Hsp65r p34r
) 1gG2:
d (135-150 dpi) < d > < ) 1gG2
A > +:1/2 (7 dpi) nd
< peso +:1/2 > +:2/2 +:2/2 ) +:2/2
+: 2/2 (80 dpi)
> < > 1gG2: 1gG1:
C < nd nd : ] :
+:2/2 +:2/2 +:2/2 +:2/2(80dpi)  +:1/2

Tabla 20. Diferencias detectadas entre los Grupos Experimentales. A: terneros infectados con el aislamiento de Map A (n = 2); C: terneros infectados con

el aislamiento de Map C (n = 2). Resultados comparados correspondientes a los descriptos en el presente Capitulo. Los datos estan expresados como >

(mayor) o < (menor) en comparacion al otro grupo; + (positivos); nimero de animales + / el total de animales por grupo; d (detectable); nd (no detectable);

lgG1 o 1gG2 segun isotipo que predominante en el estudio de respuesta inmune humoral especifica. Produccion de interferon gamma (INFy);

intradermorreaccion (IDR); Map (bacteria entera inactivada por calor); antigeno protoplasmatico de paratuberculosis (PPA); proteina de shock térmico de

65kDa recombinante (Hsp65r); proteina p34 carboxi-terminal recombinante (p34r); dias postinfeccion (dpi).
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Los terneros infectados con el aislamiento C produjeron mayores cantidades de 1gG, 1gG1
e 1gG2 especificas frente a Map en relacion a los terneros infectados con el aislamiento A.
La respuesta celular se comporto a la inversa: mayor respuesta en terneros infectados con el
aislamiento A en relacion a los infectados con el aislamiento C. Estos datos demuestran que

la induccion de la respuesta inmune varia segun el aislamiento de Map implicado.

Conclusiones

La respuesta inmune humoral fue inducida tempranamente por la infeccion experimental
de Map en el modelo de terneros evaluado. Detectamos un pico de excrecion fecal de Map
a los 60 dias postinfeccion, luego del cual los animales resultaron negativos al cultivo. La
evaluacion de la produccidon de INFy por células periféricas mostro altos niveles producidos
de forma espontanea.

Con respecto a los antigenos incluidos en la evaluacién, hallamos de baja a nula respuesta
(celular y humoral) frente a Hsp65r, lo que indica que la proteina recombinante evaluada no
involucra a los epitopes B ni T o que la proteina obtenida es distinta a la Hsp65 nativa. La
p34 sélo detectd a un grupo de bovinos infectados (A). Por lo que no se recomienda utilizar
estos antigenos con fines diagndsticos.

El diagnostico seroldgico tradicional (ELISA-PPA que utiliza un anti-IgG) no reconocid
la infeccion en los terneros desafiados al menos hasta los 150 dias postinfeccion. Mientras
que, laincorporacion de anticuerpos anti-isotipos (1gG2) permiti6 identificar al 100 % de los
animales infectados dentro de los 150 dias postinfeccion.

Los resultados del presente Capitulo sumados a los del Capitulo Il aprueban la segunda
hipotesis “El estudio de anticuerpos especificos permite mejorar el diagndstico tradicional
de la paratuberculosis bovina”. La evaluacion del isotipo 1gG2 especifico frente a la bacteria
entera de Map o PPA mejora la identificacién de animales infectados con Map en estadio

subclinico.
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Capitulo IV
Resudtodoy

Efecto de anticuerpos bovinos especificos frente a Map y
sus proteinas, sobre la viabilidad bacteriana intracelular

en un modelo de infeccién de macrofagos bovinos in vitro

Se demostrd que los Acs juegan un papel importante en la respuesta inmune frente a

patdgenos intracelulares (Igietseme y col., 2004; Williams y col., 2004; Glatman-Freedman,
2006; Abebe y Bjune, 2009). Nuestro grupo trabaja desde hace varios afios en la evaluacion
del papel de Acs especificos en un modelo de infeccion de macréfagos bovinos in vitro. Los
hallazgos principales fueron que:
-Los Acs especificos frente a p34r aumentan la asociacion de Map-macr6fago bovino e
inducen la activacion celular y por lo tanto la formacion del granuloma (Mundo y col., 2008).
-Los Acs especificos frente a LAM incrementan la asociacion de Map-macréfago bovino y
afectan la sobrevida de Map (Jolly y col., 2011).

En este Capitulo se propuso estudiar si los Acs dirigidos contra proteinas de Map
producen el mismo efecto que el detectado con Acs anti-LAM en la viabilidad intracelular

de la bacteria.
Resultados

Anticuerpos
Caracterizacion de los sueros

Se trabajé con sueros provenientes de bovinos naturalmente infectados con Map en
estadio clinico (IC), inmunizados con Hsp65r (IHsp65), inmunizados con p34r (Ip34) y
controles negativos (CN). Estos sueros seleccionados fueron caracterizados por su
reactividad frente a Map (bacteria entera), Hsp65r y p34r. Los resultados se muestran en la
Figura 40.
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Figura 40. Caracterizacion mediante la técnica de ELISA de los sueros bovinos (utilizados en
ensayos in vitro). Niveles de 1gG especificos frente a Map ATCC 19698 (bacteria entera inactivada
por calor): sueros evaluados 1/100; datos expresados en densidades Opticas promedio (DO) + desvio
estandar (DE). Niveles de 1gG especificos frente a Hsp65r y p34r: sueros evaluados 1/50; datos
expresados en DO corregidas: DO frente al antigeno - DO frente al extracto de E. coli £ DE. Grupos
(n =2, cada uno): controles negativos (CN, verdes), infectados clinicos (IC, rojos), inmunizados con
Hsp65r (IHsp65, azules), inmunizados con p34r (Ip34, violetas). Las lineas punteadas indican los
valores de corte (promedio de las DO de los sueros controles negativos mas dos DE): para Map:
0,212; para Hsp65r: 0,323; para p34r: 0,086.

Mediante el uso de la técnica de ELISA y utilizando Map inactivado por calor, se
detectaron altos niveles de IgG en sueros de los bovinos infectados naturalmente. Un bovino
inmunizado con Hsp65r mostro reactividad frente a Map. Mientras que sélo se hallaron Acs
especificos frente a Hsp65r en los sueros de los bovinos inmunizados con dicha proteina.
Los sueros provenientes de bovinos naturalmente infectados no reconocieron a la Hsp65r.
Se identificaron Acs especificos frente a p34r tanto en los sueros de los animales

inmunizados con dicha proteina como en los infectados clinicos.
Purificacion de los anticuerpos

Con el objetivo de poder trabajar con las moléculas de Acs y eliminar el efecto de otras

proteinas del suero, se procedio a la purificacion de las 1gG.
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Purificacidn de los anticuerpos por precipitacion salina

En la Figura 41 se muestra la electroforesis y densitometria de uno de los sueros y Acs

parcialmente purificados por precipitacion salina, a modo de ejemplo representativo.

) 1 2

Figura 41. Electroforesis en acetato de celulosa (a) y densitometria (b) del suero (1) y de los

anticuerpos parcialmente purificados por precipitacion salina (2). Con flecha se indica las fracciones
de y-globulinas. El promedio de la concentracion relativa de la fraccion de y-globulinas obtenido fue

de 27 y 63 % para el suero y los anticuerpos parcialmente purificados, respectivamente.

La metodologia utilizada permitio eliminar a la albumina. La concentracion relativa de la
fraccion de y-globulinas aument6 en promedio de 26,78 + 6,87 % a 62,68 + 8,17 % luego
del tratamiento con el sulfato de amonio. Las fracciones proteicas obtenidas mostraron dos
picos: uno correspondiente a las al-globulinas y otro a las y-globulinas. En el analisis de los
Acs parcialmente purificados mediante SDS-PAGE (calles 1, Figura 42), se observaron
numerosas bandas proteicas contaminantes, sin embargo predominaron los Acs (bandas de
25 y 50 kDa) en todos los casos. A fin de eliminar esas proteinas séricas contaminantes, se

realizo la purificacion de los Acs por afinidad a la proteina G.

Purificacidn de los anticuerpos por afinidad a la proteina G

A partir de 9 mg de y-globulinas purificadas por precipitacion salina de cada suero, se
obtuvieron en promedio 1,83 + 0,21 mg de Acs purificados por afinidad a proteina G. En la
Figura 42 se muestran los SDS-PAGE de los Acs purificados (calles 2), en los cuales se
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observan dos bandas predominantes coincidentes con los pesos moleculares de las cadenas
livianas (25 kDa) y pesadas (50 kDa) de los Acs. El protocolo empleado permitio purificar

los Acs con alta pureza.

Figura 42. SDS-PAGE, en geles de poliacrilamida al 12 % SDS-PAGE tefiido con 0,1 % azul de
coomassie, de los anticuerpos parcialmente purificados por precipitacion salina (1) y de los
purificados por afinidad a proteina G (2). Grupos: controles negativos (CN, n = 2), infectados clinicos
(IC, n = 2), inmunizados con Hsp65r (IHsp65, n = 2), inmunizados con p34r (Ip34, n = 2).

Previo a la evaluacion de la funcionalidad de los Acs, se confirm6 mediante ELISA
(utilizando Map, Hsp65r y p34r) la capacidad de reconocimiento antigénico de los Acs
purificados. En todos los casos hubo una reactividad de al menos 0,62 DO, a excepcién de

los negativos que arrojaron valores < 0,11 de DO.

Estudio de la funcionalidad de los anticuerpos purificados

Se evalud la funcionalidad de los Acs purificados en la viabilidad de Map a las 72 hs
postinfeccion de macréfagos bovinos (linea BoMac, Figura 43a). Se trabajd con una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 1:1. Los recuentos de UFC de Map se realizaron a una
dilucion de 1/100 (Figura 43b).

Tesis Doctoral Vet Barbova Ferndmnoez

146



Figura 43. Ensayo de funcionalidad de anticuerpos. BoMac infectadas 100X (a); Titulacion de Map
en placa de 6 hoyos con medio 7H9 suplementado con micobactina J (b).

Los Acs purificados de cada suero bovino fueron evaluados en forma individual en este
modelo de infeccion de macrdfagos bovinos in vitro. Los resultados obtenidos de los ensayos

de viabilidad bacteriana a las 72 hs postinfeccion de los macré6fagos bovinos se muestran en
la Figura 44.
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Figura 44. Viabilidad intracelular de Map pre-tratado con anticuerpos de bovinos de diferente origen
y especificidad. Los resultados estan expresados como promedios + desvios estandares del % de
viabilidad: UFC t; / UFC t,* 100. Grupos: controles negativos (CN, n = 2), infectados clinicos (IC,

n = 2), inmunizados con Hsp65r (IHsp65, n = 2), inmunizados con p34r (Ip34, n = 2). Las letras
indican diferencias significativas entre los grupos.
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Las bacterias pre-tratadas con Acs provenientes de bovinos negativos mostraron una
viabilidad del 80 %. A pesar de disminuir al 74 % la viabilidad bacteriana cuando se realiz6
el pre-tratamiento con Acs provenientes de bovinos infectados con Map, las diferencias no
fueron significativas con los controles. Por otro lado, las bacterias que fueron pre-tratadas
con Acs de bovinos inmunizados con Hsp65r, arrojaron valores superiores de viabilidad (93
%) en relacion a los controles negativos.

Sélo el pre-tratamiento realizado con Acs provenientes de animales inmunizados con
p34r (Ip34), disminuyd significativamente (p = 0,001) la viabilidad de Map (56 %; Figura
44).

Con el objetivo de confirmar que el efecto observado correspondia a la pre-incubacion de
los Acs y que el ingreso de Map era a través del RFc, se llevaron a cabo ensayos en los que
previo a la infeccion, se incubaron los macrofagos con Acs agregados para bloguear los RFc
de superficie (Manca y col., 1991). Los resultados se muestran en la Figura 45. El efecto de
los Acs anti-p34r se revirtié cuando se bloque6 el RFc sobre los macréfagos (viabilidad: 56

% sin bloquear vs. 90 % blogueado). Mientras que, no se detectaron variaciones en el resto
de los tratamientos.
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Figura 45. Bloqueo del efecto de los anticuerpos bovinos de distinto origen en la viabilidad
intracelular de Map. Los resultados estan expresados como promedios del % de viabilidad: UFC t;/
UFC t, * 100. Barras grises claras: efecto de los anticuerpos; barras grises oscuras: bloqueo del
receptor para Fc de Acs. Grupos: controles negativos (CN, n = 2), infectados clinicos (IC, n = 2),
inmunizados con Hsp65r (IHsp65, n = 2), inmunizados con p34r (Ip34, n = 2).
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Discusion

Las proteinas de shock térmico son consideradas antigenos citoplasmaticos en su
mayoria. Sin embargo, Santema y col. (2011) describieron a la Hsp de 70 kDa como parte
de la pared celular de Map. En nuestro experimento, los Acs de un bovino inmunizado con
Hsp65r reacciono frente a Map por ELISA. Este resultado podria indicar el reconocimiento
de la Hsp65r en la superficie bacteriana. La inactivacion por calor de las bacterias (utilizadas
como antigeno en el ELISA) podrian alterar la conformacion antigénica de la p34 nativa, y
de esta manera, explicaria la ausencia en la reactividad (frente a Map) por los sueros de los
bovinos inmunizados con p34r. Mas aln, en estudios previos se demostrd que sueros de
bovinos inmunizados con p34r tenian Acs especificos frente a Map bacteria entera por
ELISA utilizando bacterias no inactivadas por calor (Mundo y col., 2008).

La p34r fue reconocida por sueros de bovinos inmunizados con dicha proteina y de
bovinos naturalmente infectados con Map. Estos resultados son similares a los descriptos
por otros autores (de Kessel y col., 1993; Mundo y col., 2008). Estos datos confirmarian que
la p34 es una proteina que estimula la respuesta inmune humoral en bovinos infectados
naturalmente (de Kessel y col., 1993; Mundo y col., 2008). Ademas, el fragmento clonado
corresponde al extremo carboxi-terminal de la p34 nativa y en él se describi6 la presencia de
epitopes B (Ostrowski y col., 2003).

En relacion a la precipitacion salina de los Acs, se sabe que el porcentaje de sulfato de
amonio adecuado a emplear varia de acuerdo a la especie animal (Harlow y Lane, 1988).
Para el bovino, no se ha establecido aun el porcentaje més efectivo para la separacion de las
v-globulinas del resto de las proteinas plasmaticas. Considerando que en esta especie el 50
% de las proteinas circulantes son albuminas (Butler, 1983), el porcentaje de sulfato de
amonio a emplear deberia permitir la precipitacion de las y-globulinas manteniendo a la
albumina en solucion. El protocolo de precipitaciéon salina empleado permitié reducir la
presencia de albumina a niveles indetectables por electroforesis. La utilizacion de la proteina
G permitio purificar los Acs con alta pureza manteniendo la capacidad de reconocer al Ag.
Sin embargo, la eficiencia de la purificacion fue baja dado que en promedio sélo el 20 %
(1,83 de 9 mg) de las proteinas de la fraccion de y-globulinas fueron purificadas por esta

metodologia.
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Si bien el mejor sistema para estudiar la fagocitosis y viabilidad de Map es mediante la
utilizacion de macrofagos del tracto digestivo, este no es un modelo practico. El uso de lineas
celulares aporta ademaés de simpleza, la ventaja de eliminar las diferencias entre donantes de
macrofagos. Trabajos publicados indicaron resultados contradictorios a cerca de la
capacidad fagocitica de la linea celular BoMac; a saber, Stabel y Stabel (1995) describieron
que esta linea celular presenta buena capacidad fagocitica y la recomiendan para ser utilizada
en ensayos in vitro. Por otro lado, Woo y col. (2006) indicaron menor capacidad de ingestion
de Map por las células BoMac en relacion a macrofagos bovinos. Estudios previos de nuestro
grupo pudieron corroborar la capacidad fagocitica y de activacion de la linea BoMac (Mundo
y col., 2008; Jolly y col., 2011).

Son pocos los trabajos que estudiaron el efecto de Acs purificados en la interaccion de
Map-macréfago (Mundo y col., 2008; Jolly y col., 2011). La mayoria de los estudios
realizados por otros grupos de investigacion han evaluado sueros enteros o inactivados por
calor (Zurbrick y Czuprinski, 1987; Hostetter y col., 2005).

Periasamy y col. (2013) describieron niveles normales de apoptosis y necrosis en
macrofagos infectados con Map utilizando una MOI de 1:1 y sugirieron que Map se
encuentra, a esa MOI, en un ambiente optimo para sobrevivir y replicarse. Mientras que,
utilizando MOI mayores, detectaron aumentos en los niveles de apoptosis (MOI 1:10 y 1:50)
y necrosis (MOI 1:50). Bannantine y Stabel (2002) también hallaron necrosis de macrdfagos
infectados con Map a un MOI de 1:30. Teniendo en cuenta estos datos, se decidié trabajar
con una MOI de 1:1, similar al trabajo realizado por de Valliere y col. (2005).

En el presente trabajo de tesis se detectd una viabilidad intracelular de la cepa ATCC de
Map del 80 % cuando se realizd el pre-tratamiento con Acs provenientes de bovinos
controles negativos mientras que Jolly y col. (2011) describieron una viabilidad bacteriana
de aproximadamente 135 % utilizando la cepa bovina K10 de Map y una MOI de 1:10.
Ademas, se ha sefialado una menor resistencia (o mayor sensibilidad) de la cepa ATCC
19698 a los mecanismos bactericidas de la linea BoMac en relacion a la cepa K10 de Map
(Jolly, 2011), lo que podria estar indicando una menor virulencia en la cepa ATCC 19698
de Map en el modelo de infeccion utilizado.

Teniendo en cuenta que el pre-tratamiento de Map con Acs provenientes de bovinos

inmunizados con Hsp65r no mostrd diferencias con respecto al control negativo, se podria
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inferir que Acs dirigidos contra dicha proteina recombinante no poseen un efecto en este
sistema de evaluacion in vitro.

El efecto de los Acs provenientes de bovinos naturalmente infectados en la viabilidad
intracelular de Map fue similar a los de bovinos controles negativos. En contraposicion, Jolly
y col. (2011) hallaron disminuciones en la viabilidad de Map (utilizando una MOI de 1:10)
de aproximadamente en 41 % por la utilizacion de Acs purificados de bovinos naturalmente
infectados en relacién a los controles negativos.

Otros autores también describieron disminuciones en las UFC de micobacterias cuando
se encontraban pre-tratadas con sueros enteros de personas vacunadas con BCG (de Valliére
y col., 2005) o con sueros inactivados por calor provenientes de bovinos naturalmente
infectados (Hostetter y col., 2005).

Nuestro grupo ha descripto que Acs especificos frente a p34r incrementan la asociacion
de Map-macréfago bovino y la activacion celular del macréfago (Mundo y col., 2008). En
el presente trabajo, detectamos que Acs purificados a partir de sueros de bovinos
inmunizados con p34r reducen significativamente la viabilidad intracelular de Map y que los
RFcs estarian involucrados. Este efecto podria deberse a la activacion del estallido
respiratorio o a la produccion de citoquinas pro-inflamatorias (YYamamoto y Johnston, 1984;
Steiny col., 1991; Scholl y col., 1992; Jolly y col., 2014) o por la induccion de la maduracion
del fagolisosoma (Triverdi col., 2006).

Conclusiones

En las condiciones evaluadas durante el desarrollo de esta tesis, no se ha podido detectar
efectos sobre la viabilidad bacteriana de los Acs provenientes de bovinos infectados
naturalmente ni de los inmunizados con Hsp65r. Mientras que, los anticuerpos de bovinos
inmunizados con p34r mostraron un efecto inhibitorio sobre la viabilidad de Map intracelular
en este modelo. Este hallazgo aporta nuevas evidencias que sostienen que los anticuerpos
poseen un papel activo en la infeccion in vitro y justifican la continuacion de su analisis en

modelos de infeccion y proteccidn en la especie bovina.
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D esion General

La relacion entre el bovino (huésped) y Map es compleja. Numerosos mecanismos de la
respuesta inmune en la paratuberculosis son ain desconocidos. Los nuevos aportes al
conocimiento de la respuesta inmune humoral no s6lo permiten una comprension mas
profunda de la inmunopatogenia de la paratuberculosis, sino que también podrian tener
implicancia para el desarrollo de metodologias diagndsticas.

El objetivo del trabajo fue caracterizar los anticuerpos bovinos totales y especificos frente
a Map y sus proteinas, e identificar su efecto en la viabilidad bacteriana.

La paratuberculosis bovina genera lesiones intestinales que produce disminuciones de las
proteinas séricas totales (Donat y col., 2014). Sin embargo, hallamos aumentos en los niveles
totales de 1gM en sueros de bovinos infectados en estadio clinico. Los Acs naturales podrian
estar implicados en este incremento dado que la lesion intestinal (generada en los estadios
avanzados de la paratuberculosis) altera la barrera mucosa y microorganismos comensales o
alimentos podrian estimular a LB1 (Tizard, 2013). En las muestras de materia fecal de los
infectados clinicos, se hallaron aumentos en todos los isotipos (IgM, 1gG e IgA) totales.
Estos podrian provenir de la circulacion sistémica ya que se ha descripto que el incremento
de la permeabilidad vascular en bovinos con paratuberculosis genera la pérdida de 39 g de
proteinas plasmaticas a través de la materia fecal por dia (Patterson y col., 1967).

Todos los bovinos infectados de manera natural presentaron IgG sérica especifica frente
a Map en coincidencia con los datos publicados por Abbas y Riemann (1988) y Mundo y
col. (2008).

El isotipo 1gG1 Map-especifico se detectd incrementado Unicamente en muestras de suero
de los bovinos infectados en estadio clinico en concordancia con otros estudios (Yokomizo
y col., 1985; Koets y col., 2001; Mundo y col., 2008; Jolly y col., 2011).

Todos los bovinos naturalmente infectados muestran altos niveles de 1gG2 especifica en
sueros. Resultados similares fueron descriptos en bovinos con paratuberculosis subclinica
(Koets y col., 2001). Mientras que, los datos publicaron para los bovinos infectados clinicos
son diversos (Yokomizo y col., 1985; Koets y col., 2001; Mundo y col., 2008).

La IgG3 especifica frente a la bacteria entera se hallé aumentada en los sueros de todos
los bovinos infectados naturalmente. Estudios previos de nuestro grupo describieron
incrementos de este isotipo en bovinos con paratuberculosis clinica (Mundo y col., 2008).

A partir de los resultados obtenidos, se puede sefialar que el aumento de IgG especifica

en sueros de bovinos infectados clinicos se debe principalmente al isotipo 1gG1 mientras
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que, en los bovinos subclinicos, los isotipos 1gG2 e 1gG3 son los isotipos mas importantes.
Estos datos concuerdan con los expresados por Estes y Brown (2002), quienes propusieron
que en las respuestas inmunes de tipo T helper 1 (primera etapa de la patologia, subclinica)
predomina el isotipo 1gG2, mientras que en las respuestas inmunes de tipo T helper 2 (estadio
clinico) se caracterizan por el predominio de IgG1.

La Hsp65 es identificada como un antigeno inmunodominante en la paratuberculosis
(Colston y col., 1994b; Koets y col., 1999 y 2001). Sin embargo, nuestros resultados
muestran una baja reactividad frente a la proteina recombinante producida en nuestro
laboratorio por los sueros de bovinos infectados de manera natural y experimental.
Problemas conformacionales o la pérdida de epitopes B (presentes en la Hsp65 y no incluidos
en el fragmento seleccionado, relacionados al sistema de expresién o por el pegado a la placa
de ELISA) podrian ser los responsables.

El IgG/ELISA-PPA mostré una especificidad del 100 %. Los datos publicados por otros
autores también informan especificidades altas (Sockett y col., 1992; Collins y col., 2005;
Eda y col., 2006; Speer y col., 2006; Scott y col., 2010). Esta metodologia fue la mejor de
las estudiadas para identificar a los bovinos infectados en estadio clinico, similar a lo
detallado por Nielsen y Toft (2008). En cuanto a la sensibilidad detectada, fue superior a la
de los ELISAs comerciales (Nielsen y Toft, 2008) y levemente inferior a los datos publicados
de los SELISA, EVELISA y EVA-ELISA (Eday col., 2006; Speer y col., 2006; Scott y col.,
2010).

Es de destacar que el IgG2/ELISA-PPA permitio identificar a la mayoria de los bovinos
infectados (subclinicos y clinicos). Ademas, detecté mayor nimero de bovinos infectados
subclinicos en comparacion al IgG/ELISA-PPA (54 vs. 23 % para 1gG2 e IgG/ELISA-PPA,
respectivamente). Por lo tanto, proponemos la combinacion de IgG2/ELISA-PPA e
IgG/ELISA-PPA para incrementar la identificacion de rodeos con animales en diferentes
estadios de la paratuberculosis.

A pesar de que se describe una baja respuesta inmune humoral en neonatos (Tizard,
2013), en el ensayo in vivo, se comenzo a detectar 1gG especifica frente a la bacteria entera
a partir de los 60 dias postinfeccion. Mas aun, el isotipo 1gG2 fue el primer isotipo que
mostro aumentos significativos. Mientras que, Schillinger y col. (2013) no hallaron 1gG2
especifica, evaluado por citometria de flujo, hasta los 392 dias postinfeccion (duracion del

ensayo).
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El diagndstico serologico tradicional (IgG/ELISA-PPA) no reconocid la infeccion en los
terneros desafiados. En coincidencia con trabajos publicados, que utilizaron el modelo de
infeccion de terneros, los Acs dificilmente fueron identificados y en general en forma tardia
(ver Tabla 19). Mientras que, la incorporacién de anticuerpos anti-lgG2 permitié detectar al
100 % de los animales infectados dentro de los 150 dias postinfeccion. Ademas, la respuesta
por 1gG2 especifica frente a Map (bacteria entera) detectd al 100 % de los animales
infectados a partir del dia 60 postinfeccion. Por lo tanto, podriamos sostener que existen
otros antigenos que componen la bacteria que deberian ser identificados para mejorar el
diagnostico de bovinos jovenes.

El uso de dos aislamientos demuestra que p34 no resulta un buen candidato para la
identificacion de la infeccidn debido a que fue solamente reconocida por anticuerpos del
grupo infectado con el aislamiento A. A pesar que es descripta como inmunodominante para
la respuesta humoral (de Kessel y col., 1993; Ostrowski y col., 2003; Mundo y col., 2008).

Los anticuerpos de bovinos inmunizados con p34r inhiben la viabilidad intracelular de
Map en el modelo utilizado. Otros autores también describieron disminuciones en las UFC
de micobacterias cuando las mismas se encontraban pre-tratadas con sueros especificos
enteros o inactivados por calor (de Valliere y col., 2005; Hostetter y col., 2005). Ademas,
nuestro grupo detect6 que Acs especificos frente a p34r incrementan la asociacion de Map-
macrdfago bovino y la activacion celular del macréfago (Mundo y col., 2008). Este hallazgo
aporta nuevas evidencias que sostienen que los anticuerpos poseen un papel activo en la
infeccion in vitro y justifican la continuacion de su andlisis en modelos de infeccion y
proteccion en la especie bovina.

A partir de los resultados obtenidos se acepta la hip6tesis general. La caracterizacion de
los anticuerpos realizada permitio hallar parte del efecto de esta patologia en la especie
bovina y mejorar las herramientas de diagnéstico dado que la identificacién de la respuesta
inmune humoral constituye una metodologia de facil aplicacion. La funcién de la respuesta
inmune humoral contra bacterias intracelulares ha sido muy cuestionada. Este trabajo

demuestra que los anticuerpos poseen un papel activo en la fagocitosis.
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Los datos obtenidos de la presente tesis permiten sostener que:

v La paratuberculosis bovina afecta los niveles de isotipos de inmunoglobulinas
totales en muestras de suero y materia fecal, segun el estadio. Los animales con
paratuberculosis clinica presentan incrementos en los niveles de IgM sérica asi como de IgM,
IgG e IgA a nivel local.

v La infeccién natural con Map en bovinos induce niveles de isotipos de
inmunoglobulinas especificos variables seguin el antigeno, el estadio de la patologia y la
muestra estudiada. Todos los bovinos infectados presentan incrementos en los niveles de
IgG especifica a Map. El isotipo IgG1 es el responsable de este aumento en los infectados
clinicos mientras que 1gG2 e IgG3 son los caracteristicos en sueros de los bovinos

subclinicos.

v El estudio del isotipo 1gG2 especifico frente a PPA mejora la identificacion
de animales infectados con Map en estadio subclinico; en consecuencia, la combinacion
IgG2/ELISA-PPA e IgG/ELISA-PPA permite incrementar la deteccion de animales en

diferentes estadios de la paratuberculosis en rodeos.

v La evaluacion de otros antigenos para el diagndstico como la Hsp65r muestra
una baja reactividad frente a la proteina recombinante producida en nuestro laboratorio.
Problemas conformacionales o la pérdida de epitopes B y T (presentes en la Hsp65 y no
incluidos en el fragmento seleccionado) podrian ser los responsables.
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v En el modelo de infeccion experimental de terneros:

% seidentifica una respuesta temprana por anticuerpos frente a Map.

X/
°

se detecta al 100 % de los animales mediante la evaluacion del
isotipo 1gG2.

% seevidencian anticuerpos especificos frente a p34r solo en los sueros

de los terneros infectados experimentalmente con el aislamiento A.

v Los anticuerpos especificos frente a p34r inhiben la viabilidad intracelular de
Map en el modelo de infeccidn de macrofagos bovinos in vitro utilizado. Ademas, el receptor
para Fc de los Acs esta implicado. Estos resultados avalan la hipdtesis que “Los anticuerpos
bovinos inducidos por infeccién o inmunizacidon con proteinas especificas disminuyen la

viabilidad intracelular del Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis”.
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Anexo Técnico

A-  Produccién de proteinas recombinantes
Expresion de proteinas recombinantes

Se trabajo con E. coli BL21 pLysS transformadas con el plasmido pRSET A (pRSETA,
Invitrogen Corp.) modificado o no. Teniendo en cuenta que el plasmido pRSET A otorga
resistencia a antibiéticos (ampicilina y cloranfenicol), se realiz6 la seleccion de las bacterias
que hayan incorporado el plasmido mediante el cultivo, durante 16 hs a 37°C, en medio
Luria-Bertani (LB, 1 % Triptona; 0,5 % Extracto de levadura; 1 % de NaCl; 1,5 % Agar; PH
= 7) suplementado con 50 mg/mL ampicilina. Al dia siguiente, una colonia fue aislada de la
placa LB e inoculada en 3 mL de medio SOB (2 % Triptona; 0,5 % Extracto de levadura;
0,05 % NaCl; 0,0186 % KCI; 0,20 % MgCl,; PH = 7) suplementado con 50 mg/mL
ampicilina y 10 pg/mL cloranfenicol, se incubd durante 16 hs a 37°C en agitacion.
Posteriormente, se realiz6 la amplificacion a 20 mL de SOB sin antibi6ticos y se incubaron
a 37°C en agitacion hasta obtener la fase logaritmica de crecimiento (aproximadamente 0,6
DOsoonm). ENn este momento se amplificé a 250 mL de SOB sin antibiéticos. Una vez que
volvio a alcanzar 0,6 DOsoonm aproximadamente, se estimul6 la produccion de la proteina
recombinante con 1mM isopropil-beta-D-tiogalactopranoésido (IPTG) mediante incubacion
durante 18 hs a 37°C en agitaciéon. Dado que las proteinas recombinantes se encontraron en
cuerpos de inclusién, el pellet de bacterias obtenido (mediante centrifugacion) fue tratado
con la solucién de pegado desnaturalizante (5 mM imidazol; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris (PH
= 6,8); 6 M Urea), la cual contiene urea que rompe las membranas bacterianas y solubiliza
las proteinas. Para descartar restos celulares, se realizo una centrifugacion a 4.000 rpm
durante 30min a 4°C. La expresion de las proteinas recombinantes se confirm6 mediante el
estudio del sobrenadante obtenido por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 12 %. Las
corridas se llevaron a cabo en una cuba de electroforesis vertical (Mini Protean® Il Cell,
Bio-Rad, Hercules, California, USA). Las bandas de proteinas se visualizaron por tincién
0,01 % azul de coomassie R-250 (FLUKA, Suiza).
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Purificacion parcial de proteinas recombinantes

Las proteinas recombinantes tienen una cola de seis histidinas (incorporada por el
plasmido comercial pRSET A), que permiten realizar la purificacion por cromatografias de
afinidad a niquel. Para ello, se utilizd la resina His*Bind® Resin (Novagen), la cual fue
cargada (dos veces) con 4 volimenes (Vol.) de 50 mM de NiSOs, equilibrada con 5 Vol. de
solucién de pegado desnaturalizante y colocada en el soporte cromatografico. Luego, se
agrego el sobrenadante de las bacterias tratadas con la solucién de pegado desnaturalizante.
Se realiz6 un lavado con 8 Vol. de solucion de pegado desnaturalizante. Al agregar 4 Vol.
de solucioén de elucion (150 mM imidazol; 0,5 M NaCl; 20 mM Tris (PH = 6,8); 6 M Urea),
se cosecharon las proteinas recombinantes fraccionadas de a 1 mL. Luego de confirmar la
purificacion por SDS-PAGE, se diluyeron las fracciones purificadas obtenidas hasta 200
pg/mL, se dializaron en 0,5 M NaCl y 20 mM Tris (PH = 6,8) a fin de quitar el imidazol y
la urea, se concentraron mediante la utilizacion del Amicon®Ultra Centrifugal Filtres 10K
que filtra componentes menores a 10 kDa (Millipore) y se almacenaron a -80°C hasta el
momento de utilizacion. La concentracion proteica de las proteinas recombinantes se
determind por Bradford (1976).

B- ELISA-PPA

Se desarrollé el ELISA diagnostico de paratuberculosis (ELISA-PPA) que estudia los
niveles de IgG especificos frente a PPA en sueros. Con la finalidad de eliminar reactividad
cruzada (generada por otras micobacterias), se realiz6 la pre-adsorcion de los sueros a
evaluar con M. phlei: se diluyeron los sueros 1/5 en 1 de densidad 6ptica (DO) analizado a
600 nm (DOeoonm) de M. phlei en PBS y se incubaron durante 1 h a 37°C en agitacion seguido
de 16 hs a 4°C. Las muestras fueron luego centrifugadas a 10.000 rpm durante 30 min a 4°C
y se procedid al estudio del sobrenadante.

Las microplacas de 96 hoyos Greiner Microlon (GBO) fueron sensibilizadas con 2
ug/hoyo de PPA (Allied Monitor) en 50 pL de solucion de pegado (carbonato/bicarbonato
0,05M; PH = 9,6), durante 16 hs a 4°C. Luego de cada incubacion se realizaron 3 lavados
con 100 pL de solucion de lavado (0,05 % Tween 20 en PBS). Los hoyos fueron incubados
durante 1 h a 37°C con 100 pL de solucion de blogueo (10 % leche en polvo descremada
(Svelty, Nestle, Buenos Aires, Argentina) en PBS). Posterior al lavado, se incubaron 50 pL

de los sueros pre-adsorbidos a una dilucion final de 1/100 en solucion diluyente (5 % leche
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en PBS) durante 1 h a 37°C. Luego, se incubaron 50 pL del anti-1gG bovino (KPL) marcado
con peroxidasa diluido 1/5.000 en solucion diluyente. Finalmente, se incubaron,
aproximadamente 6 min a temperatura ambiente, 50 pL de la solucion de revelado: 1 mg
ortophenilendiamina (OPD, Sigma-Aldrich) y 0,54 uL H20 100 Vol., por mL de 0,05 M
citrato fosfato (Sigma-Aldrich). La reaccion se fren6 con 50 uL de 1 M H2SOas. La lectura
se realizo en el espectrofotometro OpsysMR (Dynex Technologies, Chantilly, Virginia,
USA) a 490 nm.

El valor de corte (VC) se establecio mediante la utilizacion de 15 sueros controles
negativos (sueros provenientes de rodeos libres de Map) y se calculé sumando al promedio
de las densidades Opticas, dos desvios estdndares. Segun las condiciones establecidas en
nuestro laboratorio, se establecieron los VVC para el ELISA-PPA en: 0,199 DO (VC) 0 0,298
(correspondiente a 1,5 veces el VC: VC de sospechosos, VCsosp). A partir de estos datos,
los animales fueron clasificados como (Figura 46):

-positivos, con DO promedio mayores o igual a 0,298

-sospechosos, con DO promedio entre 0,199 y 0,297

-negativos, con DO promedio menores a 0,198

DO+2*DE 1,5*VC
A A
VC VCsosp
negativos | sospechosos positivos
| DOmuestras
0,199 0,297

Figura 46. Clasificacion de los animales mediante el diagnostico serologico (ELISA-PPA). Segun
la densidad 6ptica (DO) obtenida a partir de la evaluacion del suero, el resultado fue considerado
como: negativo, sospechoso o positivo. VC: valor de corte; VCsosp: Valor de corte de sospechosos;

DE: desvio estandar.

C-  Cultivos de muestras de materia fecal

Se homogenizaron 2 g de MF en 35 — 40 mL de agua destilada estéril y se incubaron
durante 1 h (30 min en agitacion y 30 min estatico). Luego, se incubaron 5 mL del
sobrenadante con 25 mL de 0,9 % de HPC (Sigma-Aldrich) durante 24 hs a temperatura

ambiente. Los pellets obtenidos, mediante centrifugacion a 3.000 rpm durante 15 min, se
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resuspendieron en 2 mL de agua destilada estéril con 200 pg de anfotericina B (Sigma-
Aldrich). Se sembraron 100 pL de muestra en tubos con medio Herrold en pico de flauta.
Cada muestra se estudio por duplicado. La lectura de los medios se realiz6 cada 15 dias,
durante 24 semanas, a fin de identificar la presencia de UFC.

Composicion del medio Herrold (OIE, 2014): 0,9 % peptona; 0,45 % NaCl; 0,27 %
extracto de carne vacuna; 2,7 % v/v glicerol; 0,41 % piruvato de sodio (Sigma-Aldrich); 1,53
% Agar; 0,0102 % verde de malaquita oxalica; 2 mg/L micobactina J (Allied Monitor); 100
mg ampicilina; 50 mg cloranfenicol (Drogueria Saporiti, Buenos Aires, Argentina); 50 mg

anfotericina B (Sigma-Aldrich); 6 yemas de huevo; PH = 7,5.

D- Captacién de Map a partir de muestras de leche

Las muestras de leche fueron analizadas segun la metodologia previamente desarrollada
en el laboratorio (Gilardoni y col., en prensa). Brevemente, se sensibilizaron 3,65 x 108 perlas
imantadas conjugadas con anti-lIgG de raton (New England Biolabs) con 10 pg de Acs
especificos a Map desarrollados en nuestro laboratorio, durante 1 h a 4°C en agitacién. 10
mL de leche se incubaron con 1 OuL de las perlas imantadas sensibilizadas con Acs durante
1 h a 4°C en constante agitacion. Las perlas se captaron de la leche mediante la utilizacion
de una gradilla magnética por 10 min. Luego se realizaron 3 lavados con PBS y el pellet se
diluyo en 1mL de PBS.

E- 1S900 PCR

Se confirmé la identidad de Map mediante el estudio de la insercion 1S900 (caracteristica
de Map) por PCR (Mundo y col., 2013). Para ello, una UFC desarrollada a partir del cultivo
de MF fue diluida en 50 pL de en agua destilada y 5 OuL de las perlas imantadas captadas
de la leche fueron incubados a 100°C durante 15 min. Se trabaj6 con el primer IS1 (Mundo
y col., 2013) que amplifica una secuencia corta de ADN del inserto 1S900:155 pb de longitud
correspondiente a los nucledtidos 1129 - 1283: IS1 directo (5 ACC CGC TGC GAG AGC
AAT CGC TGC 3’) e IS1 reverso (5 ACG TCG GCG TGG TCG TCT GCT GGG 3°). La
mezcla utilizada para el PCR fue: 0,2 mM de cada nucleétido dATP, dCTP, dGTP, dTTP,
0,2 pg de cada cebador IS1IF/ISIR, 0,5 unidades de Taq polimerasa (Invitrogen Corp.,
Brasil) y 3 mM de Mg en el buffer comercial. ElI programa utilizado consistié en una

desnaturalizacion inicial de 97°C durante 3 min y 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
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durante 30 seg, apareamiento a 65°C durante 30 seg, extension a 72°C durante 30 seg. Las
amplificaciones se realizaron en el termociclador PTC-100TM Programmable Thermal
Controller (MJ Research, Waltham, Massachusetts, USA). La lectura se realizdO mediante
electroforesis en geles de agarosa al 2 %, los cuales fueron tefiidos con bromuro de etidio y
leidos en el transiluminador de luz ultravioleta Foto/UV®Z (Fotodyne Incorporated,
Hartland, USA). Se utilizaron Map ATCC 19698 y M. phlei ATCC 11758 como cepas de

referencia positiva y negativa respectivamente.

F-  Metodologia para pre-adsorber sueros con E. coli

Este procedimiento se aplicé con el fin de eliminar reactividad cruzada con proteinas de
E. coli. La pre-adsorcion en medio liquido se realizd de la siguiente manera: los sueros
fueron diluidos 1/50 en 2 DOeoonm E. coli controles negativas en PBS e incubados a 4°C (3hs
en agitacion y 16 hs de manera estética). Luego de centrifugar las muestras a 10.000 rpm
durante 30 min a 4°C, se obtuvieron los sueros pre-adsorbidos en medio liquido diluidos
1/50.

En el caso de la pre-adsorcion del suero anti-1gG3r, se realiz6 ademéas una pre-adsorcion
en medio solido: se sensibilizaron microplacas con 100 pL del extracto de E. coli (200
pg/mL) diluido en solucién de pegado. Luego de realizar 3 lavados con 200 pL de solucion
de lavado, se colocaron 200 pL de solucion bloqueante. Finalmente, se colocaron 50 pL del
suero pre-adsorbido en medio liquido. Se incub6 en agitacion durante 1 h a 37°C. Luego, se
aspiré el sobrenadante, obteniendo de esta manera los suero de conejo anti-lIgG3r 1/50 pre-

adsorbido en medio liquido y sélido.

G-  Evaluacion de la producciéon INFy por células periféricas

Las muestras se procesaron dentro de las primeras 8 hs de obtenidas. Se colocaron 1,4
mL de sangre con 1 % de heparina en placas de 24 hoyos Cellstar (GBO) y se estimularon
las células con 120 pL de PPDa (60 pg), PPDb (60 ug), p34 (30 pg), Hsp65 (30 pg) o sin
estimular (con PBS). Luego de 24 hs de incubacion a 37°C en 5 % CO., se aspiraron los
sobrenadantes y se evaluaron por DuoSet ELISA Development kit (R&D). Las microplacas
fueron sensibilizadas con 0,2 pg de anti-IFNy monoclonal en PBS durante 16 hs a 25°C.
Luego de bloguear los hoyos durante 2 hs a 25°C con 5 % Tween 20 en PBS, se incubaron
100 pL de los sobrenadantes a estudiar o el INFy patron (entre 0,16 y 2,5 ng / mL), durante
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16 hs a 4°C. Se utilizaron 0,04 pg de anti-IFNy marcado con biotina y 1/100 de estreptavidina
conjugada con peroxidasa. Los datos se encuentran expresados como DO promedios + DE.

H-  Purificacidén de anticuerpos
Purificacion de anticuerpos por precipitacion salina

Se decomplementaron los sueros (56°C durante 30 min) y diluyeron 1/10 en PBS. Luego,
se agreg0 lentamente una solucion de sulfato de amonio sobresaturada (hasta alcanzar el 44
% de concentracion final). Se incub6 durante 1 h a 25°C y 2 hs a 4°C en agitacion. Se
resuspendio el pellet obtenido mediante centrifugacion, en PBS (en la mitad del Vol. inicial
de suero) y se realiz6 la segunda precipitacion con solucion de sulfato de amonio
sobresaturada hasta alcanzar el 40% de concentracion final. Los pellets se resuspendieron en
PBS (al mismo Vol. inicial) y se dializaron en PBS. El rendimiento de la precipitacion se
evalud por SDS-PAGE en geles de acrilamida al 12 %, electroforesis en acetato de celulosa
y posterior densitometria (Densitometer CT-450, Citocon, Buenos Aires, Argentina). Las

muestra se almacenaron hasta su uso a -80°C.

Purificacion de anticuerpos por afinidad a proteina G

Un Vol. de columna de proteina G-sepharosa (Sigma-Aldrich) colocada en el soporte
cromatografico fue lavada dos veces: primero con 3 VVol. de PBS y a continuacion con 3 Vol.
de solucion de pegado (20mM NaHPO4; 20mM NaH2PO4; 2,7mM KCI; 137mM NaCl; PH
= 6,6). Luego, se incubd la columna durante 20 min, con 3 Vol. de cada muestra diluida en
solucion de pegado: 4 mg de vy-globulinas (obtenidas por precipitacién salina).
Posteriormente, se realiz6 un lavado con 10 Vol. de solucion de pegado, se agregaron 12
Vol. de solucion de elucion (0,1 M Glicina; PH = 3) y se recolectaron los eluidos en
fracciones de a 1mL en tubos eppendorf que contenian 25 pL de solucion de neutralizacién
(1 M Tris; PH = 9). Se confirmé la purificacion por SDS-PAGE en geles al 12 % de
acrilamida y se colocaron al menos 3 pg de proteina/calle.
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I- Evaluacion del papel de anticuerpos especificos en la viabilidad

intracelular de Map en macrdéfagos bovinos

Se cultivaron 2 X 10° BoMac (pasaje n° 25) viables/hoyo en 1 mL RPMI con 5 % de SFB,
100 Ul/mL penicilina y 1 mg/mL estreptomicina, en placas de 24 hoyos Cellstar durante
16hs a 37°C en estufa con 5 % de CO». Posteriormente, se retiré el medio de cultivo y se
colocaron 200 pL/hoyo de cada pre-tratamiento (Acs-Map) previamente desagregado (2,53
X 10° UFC de Map / hoyo). Cada pre-tratamiento se realiz por duplicado: un hoyo para
determinar la viabilidad de Map ingerida (to) y otro hoyo para la viabilidad de Map luego de
72 hs (t).Se incubaron las células-Acs-Map a 37°C durante 2 hs para permitir la infeccion.
Luego de realizar dos lavados con 1 mL PBS atemperado a fin de quitar los Map que no
fueron ingeridos, se procedi6 a lisar los macrofagos correspondientes a los hoyos de to con
1mL de 0,2 % SDS. Mientras que, los hoyos correspondientes a los tsfueron tratados durante
2 hs con 1 mL de RPMI 5 % SFB y 50ug/mL gentamicina (Sigma-Aldrich) en estufa a 37°C
con 5 % de COz Luego, se cultivaron las células en RPMI 5% SFB sin antibioticos,
renovandose cada 24 hs. A las 72 hs posteriores a la incorporacion de Acs-Map, se lisaron
los macrofagos de la misma manera que los hoyos del to. Para realizar la titulacion, los
sobrenadantes obtenidos (de los hoyos de to y tf) fueron mantenidos a 4°C, desagregados y
diluidos en PBS en base 10 entre las diluciones 1/10 a 1/10.000 y se sembraron 50 pL/hoyo
en placas de 6 hoyos Cellstar (GBO) con medio 7H9 suplementado con micobactina J. La
viabilidad bacteriana se evalud a los 45 dias de cultivo. Los resultados se expresan como el
% de viabilidad para cada tratamiento: UFC t; / UFC t, *100.
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Anexo Estadistico

Capitulo I: Efecto de la infeccion por Map en los niveles de anticuerpos
totales en muestras de suero y MF de bovinos en distintos estadios de la

patologia

Niveles totales de IgM en suero
One-Way AOV for: CN IC ICT ISC

Source DF Ss Ms F P
Between 3 0.33135 0.11045 1.10 0.4475
Within 4 0.40306 0.10077
Total 7 0.73441
Grand Mean -0.4618 CV -68.74
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 4.04 3 0.2567
Cochran's Q 0.6510
Largest Var / Smallest Var 377.26
Component of variance for between groups 0.00484
Effective cell size 2.0
Variable Mean
CN -0.6745
IC -0.1527
ICT -0.6107
ISC -0.4094
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2245
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3174
Niveles totales de IgM en sMF
One-Way AOV for: CN IC ICT ISC
Source DF Ss Ms F P
Between 3 0.94298 0.31433 7.93 0.0369
Within 4 0.15845 0.03961
Total 7 1.10143
Grand Mean -2.6986 Cv -7.38
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 2.54 3 0.4686
Cochran's Q 0.7551
Largest Var / Smallest Var 70.475
Component of variance for between groups 0.13736
Effective cell size 2.0
Variable Mean
CN -2.9666
IC -2.2324
ICT -2.5126
ISsC -3.0829
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1407
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1990
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test
Variable Mean Homogeneous Groups
IC -2.2324 A
ICT -2.5126 AB
CN -2.9666 AB
ISC -3.0829 B
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Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1990
Critical Q Value 5.760 Critical Value for Comparison 0.8106

Niveles totales de 1gG en suero
One-Way AOV for: CN ISC IC ICT
Source DF SS MS F P

Between 3 0.00979 0.00326 2.35 0.2139
Within 4 0.00556 0.00139
Total 7 0.01536
Grand Mean 0.0688 CVv 54.20

Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 6.20 3 0.1022
Cochran's Q 0.9014

Largest Var / Smallest Var 1148.8

Component of variance for between groups 9.373E-04
Effective cell size 2.0

Variable Mean
CN 0.1110
ISC 0.0154
IC 0.0644

IT 0.0845

Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0264
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0373

Niveles totales de 1gG en sMF
One-Way AOV for: CN IC ICT ISC

Source DF SS MsS F P
Between 3 3.26892 1.08964 5.12 0.0742
Within 4 0.85084 0.21271
Total 7 4.11977
Grand Mean -1.4016 Cv -32.91
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 4.51 3 0.2117
Cochran's Q 0.7553

Largest Var / Smallest Var 488.51

Component of variance for between groups 0.43847
Effective cell size 2.0
Variable Mean

CN -1.9918

IC -0.3616

ICT -1.3993

IsC -1.8538

Observations per Mean 2

Standard Error of a Mean 0.3261

Std Error (Diff of 2 Means) 0.4612

Niveles totales de IgA en suero
One-Way AOV for: CN ISC IC IT

Source DF SS MS F P
Between 3 0.06626 0.02209 1.04 0.4657
Within 4 0.08501 0.02125

Total 7 0.15126

Grand Mean -0.1659 Cv -87.85

Chi-Sq  DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 2.59 3 0.4589
Cochran's Q 0.4886
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Largest Var / Smallest Var 24.313

Component of variance for between groups 4.169E-04
Effective cell size 2.0

Variable Mean

CN -0.1970

ISC -0.0980

IC -0.0685

IT -0.3003

Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1031
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1458

Niveles totales de IgA en sSMF
One-Way AOV for: CN ISC IC IT

Source DF SS MS F P
Between 3 1.27652 0.42551 2.45 0.2037
Within 4 0.69561 0.17390
Total 7 1.97213
Grand Mean -0.7751 Cv -53.80
Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 2.74 3 0.4327
Cochran's Q 0.7810

Largest Var / Smallest Var 32.686

Component of variance for between groups 0.12580
Effective cell size 2.0
Variable Mean

CN -1.2675

ISsC -0.9683

IC -0.1839

IT -0.6807

Observations per Mean 2

Standard Error of a Mean 0.2949

Capitulo I1: Respuesta inmune humoral especifica frente a Map y sus
proteinas, en bovinos naturalmente infectados en distintos estadios de la
patologia

Niveles de isotipos de inmunoglobulinas especificos frente a Map en muestras de
suero y materia fecal

Niveles de IgM especificas a Map en muestras de suero
One-Way AOV for: CN IC ISC

Source DF Ss MS F P
Between 2 0.19221 0.09611 0.57 0.5779
Within 12 2.00843 0.16737
Total 14 2.20064
Grand Mean -1.2147 Cv -33.68
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.89 2 0.6418
Cochran's Q 0.5175

Largest Var / Smallest Var 3.0126

Component of variance for between groups -0.01445
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Effective cell size 4.9
Variable N Mean SE

CN 4 -1.3938 0.2046

IcC 6 -1.1135 0.1670

ISC 5 -1.1928 0.1830

Niveles de IgM especificas a Map en sSMF

One-Way AOV for: CN IC ISC

Source DF Ss MS F P
Between 2 28.320 14.1598 1.58 0.2469
Within 12 107.863 8.9886
Total 14 136.183
Grand Mean -5.1669 Cv -58.02
Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 8.77 2 0.0125
Cochran's Q 0.6007

Largest Var / Smallest Var 46.012

Component of variance for between groups 1.04821
Effective cell size 4.9
Variable N Mean SE
CN 4 -7.0838 1.4990
IC 6 -5.2618 1.2240
ISsC 5 -3.5196 1.3408

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV
Mean Sample

Variable Rank Size
CN 5.4 4
IC 8.5 6
ISC 9.5 5
Total 8.0 15
Kruskal-Wallis Statistic 2.0228

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.3637

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 2 40.313 20.1563 1.01 0.3921
Within 12 238.688 19.8906

Total 14 279.000

Niveles de IgA especificas a Map en muestras de suero
One-Way AOV for: CN IC ISC

Source DF Ss MS F P
Between 2 0.06042 0.03021 0.15 0.8600
Within 12 2.37451 0.19788
Total 14 2.43493
Grand Mean 6.0908 Cv 7.30
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.19 2 0.5514
Cochran's Q 0.5464

Largest Var / Smallest Var 3.6203

Component of variance for between groups -0.03399

Effective cell size 4.9
Variable N Mean SE
CN 4 6.0525 0.2224
Ic 6 6.1677 0.1816
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IsC 5 6.0291 0.1989

Niveles de 1gG especificas a Map en muestras de suero
One-Way AOV for: CN IC ISC

Source DF Ss MS F P
Between 2 12.4948 6.24742 23.3 0.0001
Within 12 3.2115 0.26762
Total 14 15.7063
Grand Mean -0.7510 CV -68.89
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.29 2 0.1929
Cochran's Q 0.6799

Largest Var / Smallest Var 5.9618

Component of variance for between groups 1.21212
Effective cell size 4.9
Variable N Mean SE
CN 4 -1.9606 0.2587
IC 6 0.2737 0.2112
IsC 5 -1.0129 0.2314

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
IC 0.2737 A

ISC -1.0129 B

CN -1.9606 C

Alpha 0.05

Critical Q Value 3.783

Niveles de 1gG especificas a Map en sSMF

One-Way AOV for: CN IC ISC

Source DF Ss MS F P
Between 2 0.9884 0.49421 0.57 0.5816
Within 12 10.4567 0.87139
Total 14 11.4451
Grand Mean -2.5208 Cv -37.03
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 13.8 2 0.0010
Cochran's Q 0.9374

Largest Var / Smallest Var 100.16

Component of variance for between groups -0.07646
Effective cell size 4.9
Variable N Mean SE
CN 4 -2.7872 0.4667
IC 6 -2.2105 0.3811
ISsC 5 -2.6800 0.4175

Kruskal-Wallis

One-Way Nonparametric AOV

Mean Sample

Variable Rank Size
CN 5.8 4
Ic 8.3 6
ISC 9.4 5
Total 8.0 15

Kruskal-Wallis
P-Value, Using

Parametric AOV

Statistic 1.5358
Chi-Squared Approximation 0.4640

Applied to Ranks
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Source DF Ss MS F P
Between 2 30.717 15.3583 0.74 0.4980
Within 12 249.283 20.7736

Total 14 280.000

Total number of values that were tied 0

Max. diff. allowed between ties

0.00001

Niveles de 1gG1 especificas a Map en muestras de suero

One-Way AOV for: CN IC ISC

Source DF Ss MS
Between 2 27.6645 13.8322
Within 12 3.0912 0.2576
Total 14 30.7557

Grand Mean 4.5521 Cv 11.15

Bartlett's Test of Equal Variances
Cochran's Q 0.5971
Largest Var / Smallest Var 9.6574

F P
53.7 0.0000

Chi-Sq DF p
3.06 2 0.2165

Component of variance for between groups 2.75162

Effective cell size

4.9

Variable N Mean SE
C 4 3.0807 0.2538
IC 6 6.1831 0.2072
ISC 5 3.7720 0.2270

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
IC 6.1831 A

ISC 3.7720 B

CN 3.0807 B

Alpha 0.05

Critical Q Value 3.783

Niveles de 1gG1 especificas a Map en sMF

One-Way AOV for: CN IC ISC

Source DF Ss MS
Between 2 2.8310 1.41548
Within 12 16.8602 1.40502
Total 14 19.6912

Grand Mean -0.1591 CVv -745.02

Bartlett's Test of Equal Variances
Cochran's Q 0.9920
Largest Var / Smallest Var 451.51

F P
1.01 0.3940

Chi-Sq DF p
25.5 2 0.0000

Component of variance for between groups 0.00212

Effective cell size

Variable N Mean SE
CN 4 -0.5442 0.5927
IcC 6 0.3723 0.4839
ISC 5 -0.4887 0.5301

4.9

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

Mean Sample

Variable Rank Size
CN 4.5 4
Ic 11.2 6
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ISC 7.0 5

Total 8.0 15

Kruskal-Wallis Statistic 5.7083
P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.0576
Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF Ss MS F P
Between 2 114.167 57.0833 4.13 0.0432
Within 12 165.833 13.8194

Total 14 280.000

Total number of values that were tied 0

Max. diff. allowed between ties 0.00001

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
IC 11.167 A

ISC 7.0000 A

© 4.5000 A

Alpha 0.05

Critical Z Value 2.394

Niveles de 1gG2 especificas a Map en muestras de suero
One-Way AOV for: CN IC ISC

Source DF SS MS F P
Between 2 12.9305 6.46525 14.6 0.0006
Within 12 5.3217 0.44348
Total 14 18.2522
Grand Mean 0.7613 Cv 87.47
Chi-Sg  DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 4.03 2 0.1332
Cochran's Q 0.7216
Largest Var / Smallest Var 9.8117
Component of variance for between groups 1.22063
Effective cell size 4.9
Variable N Mean SE
CN 4 -0.7591 0.3330
IC 6 1.4701 0.2719
ISC 5 1.1271 0.2978
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test
Variable Mean Homogeneous Groups
IC 1.4701 A
ISC 1.1271 A
CN -0.7591 B
Alpha 0.05
Critical Q Value 3.783
Niveles de 1gG2 especificas a Map en sMF
One-Way AOV for: CN IC ISC
Source DF SS MS F P
Between 2 0.89938 0.44969 1.40 0.2830
Within 12 3.84108 0.32009
Total 14 4.74047
Grand Mean -3.8623 CV -14.65
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.63 2 0.7297

Cochran's

Largest Var / Smallest Var

Q

0.4333
2.4417
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Component of variance for between groups 0.02627
Effective cell size 4.9
Variable N Mean SE
CN 4 -4.2586 0.2829
IC 6 -3.6613 0.2310
ISC 5 -3.7863 0.2530

Niveles de 1gG3 especificas a Map en muestras de suero

One-Way AOV for: IC ISC CN

Source DF Ss MS F P
Between 2 2.62063 1.31032 21.3 0.0001
Within 12 0.73655 0.06138

Total 14 3.35718

Grand Mean -1.2839

Cv -19.30

Bartlett's Test of Equal Variances

Cochran's Q

0.5402

Largest Var / Smallest Var 5.7649

Component of variance for between groups

Effective cell size

Variable N Mean
IC 6 -0.8316
ISC 5 -1.3596
CN 4 -1.8679

SE
0.1011
0.1108
0.1239

Chi-Sq DF p
2.05 2 0.3590

0.25316
4.9

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
IC -0.8316 A

TSC -1.3596 B

CN -1.8679 c

Alpha 0.05

Critical Q Value 3.783

Niveles de 1gG3 especificas a Map en sMF

One-Way AOV for: IC ISC CN

Source DF SS MS F P
Between 2 0.51457 0.25729 2.23 0.1496
Within 12 1.38152 0.11513
Total 14 1.89609
Grand Mean -0.9858 CV -34.42
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.54 2 0.7632
Cochran's Q 0.4867
Largest Var / Smallest Var 1.9610
Component of variance for between groups 0.02882
Effective cell size 4.9

Variable N Mean SE
IC 6 -1.0526 0.1385
ISC 5 -0.7368 0.1517
CN 4 -1.1967 0.1697
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Niveles de anticuerpos especificos frente a Hsp65r

One-Way AOV for: C

Source DF

Between 3 96
Within 37 191
Total 40 287

Grand Mean -3.5524

Bartlett's Test of
Cochran's Q
Largest Var / Smal

CN HSP SC
Ss MS
.285 32.0948
.220 5.1681
.504
CV -63.99

Equal Variances
0.3880
lest Var 266.37

F

6.21
Chi-Sq
12.7

Component of variance for between groups

Effective cell siz

Variable N Me
C 9 -3.39
CN 18 -4.74
HSP 4 0.61
SC 10 -3.22

e

an SE
25 0.7578
10 0.5358
75 1.1367
48 0.7189

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

Mean
Variable Rank
C 21.0
CN 15.6
HSP 39.5
SC 23.3
Total 21.0

Kruskal-Wallis Sta

Sample
Size

9

18

4

10

41

tistic

1

P-Value, Using Chi-Squared Approximation

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F
Between 3 1944.62 648.207 6.33
Within 37 3791.88 102.483

Total 40 5736.50

Total number of values that were tied 9
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 41

Missing Cases 3

1

P
0.0016

DF P
3 0.0053

2.85516
9.4

3.5596
0.0036

0.0014

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean
HSP 39.500
SC 23.300
C 21.000
CN 15.611
Alpha

Critical Z Value

El uso de la técnica de ELISA de isotipos de 1gG especificos frente a PPA en

Homogeneous Groups
A
AB
AB
B

0.05
2.638

sueros de bovinos naturalmente infectados

19G

One-Way AOV for: I
Source DF
Between 3 2.
Within 104 2.
Total 107 4.

C CN E ISC

Ss MS
65908 0.88636
24999 0.02163
90907

41.0

0.0000
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Grand Mean -0.7594

Ccv -19

.37

Bartlett's Test of Equal Variances
Cochran's Q
Largest Var / Smallest Var

Component of variance for between groups

Effective cell size

Variable
IC

CN

E

ISC

14
38
30
26

N

-0.3
-0.8
-0.7
-0.7

Mean
844
920
453
840

SE
.0393
.0239
.0269
.0288

[eoNeoNeNe)

0.4706
2.8275

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

One-Way AOV for:

Variable
IC -0
E -0
ISC -0
CN -0
Alpha
Critical
1gG1
Source
Between
Within
Total

Mean Homogeneous Groups

.3844 A
. 7453 B
.7840 B
.8920 C

0
Q Value 3.

DF
3
104
107

5.5
7.5
13.0

Grand Mean -1.1524

Bartlett's Test of

Cochran's Q
Largest Var / Smallest Var

Component of variance for between groups

Effective cell size

Variable
LogC
LogHC
LogNon
LogsC

N

14 -0.
38 -1.
30 -1.
26 -1

Mean
5665
2513
2336
.2295

.05
693

IC CN E ISC

SS
304 1.
124 0.
428

Cv -23

SE
.0718
.0436
.0491
.0527

o O O o

MS
84346
07223

.32

Equal Variances

0.8642
33.936

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV

Variable
IC

CN

E

ISC
Total

Me

an S

Rank

82.9
49.9
53.5
47.0
54.5

ample
Size
14
38
30
26

108

Kruskal-Wallis Statistic

P-Value,

Using Chi-Squared Approximation

Parametric AOV Applied to Ranks

Source
Between
Within
Total

Total number of values that were tied

Max. dif

f.

DF
3
104
107

136
911
1047

Ss
05 453
89 87
94

MS
4.93
6.81

allowed between ties

Chi-Sq  DF P
6.83 3 0.0774
0.03316
26.1
F P
25.5 0.0000
Chi-Sq DF P
100.0 3 0.0000
0.06793
26.1
13.8912
0.0031
F P
.17 0.0023
79
0.00001
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Cases Included 108 Missing Cases 44

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
IC 82.929 A
E 53.533 B
CN 49.934 B

NSC 46.981 B

Alpha 0.05
Critical Z Value 2.638

IgG2
One-Way AOV for: IC CN E ISC
Source DF Ss Ms F P
Between 3 2.83578 0.94526 19.7 0.0000
Within 104 4.99986 0.04808
Total 107 7.83564
Grand Mean -0.7596 CVv -28.86
Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 6.38 3 0.0944
Cochran's Q 0.3199
Largest Var / Smallest Var 2.3259
Component of variance for between groups 0.03441
Effective cell size 26.1
Variable N Mean SE
IC 14 -0.5274 0.0586
CN 38 -0.9646 0.0356
E 30 -0.6361 0.0400
IsC 26 -0.7276 0.0430

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
IC -0.5274 A

E -0.6361 AB

IscC -0.7276 B

CN -0.9646 €

Alpha 0.05

Critical Q Value 3.693

Curvas ROC
Bovinos Infectados Subclinicos
Sample size 64
Positive group : Diagnosis = 1 26
Negative group : Diagnosis =0 38
AUC SE? 95% CIb
IgG 0,719 0,0667 0,592 t0 0,824
IgG1 0,526 0,0753 0,398 to 0,653
1gG2 0,812 0,0544 0,695 to 0,899

@ DelLong et al., 1988
b Binomial exact
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Pairwise comparison of ROC curves

1gG ~ IgG1
Difference between areas
Standard Error®
95% Confidence Interval
Z statistic
Significance level
1gG ~ 1gG2
Difference between areas
Standard Error®
95% Confidence Interval
Z statistic
Significance level
IgG1 ~ 1gG2
Difference between areas
Standard Error®
95% Confidence Interval
z statistic
Significance level

¢ DeLong et al., 1988
Bovinos Infectados Clinicos

Sample size

0,192

0,112

-0,0271 t0 0,412
1,718

P =0,0858

0,0931

0,0793

-0,0623 to 0,249
1,174

P =0,2402

0,285

0,101

0,0872 to 0,484
2,822

P =0,0048

52

Positive group : Diagnosis=1 | 14
Negative group : Diagnosis=0 | 38

AUC
1gG 0,998
1gG1 0,805
1gG2 0,927

@ Hanley & McNeil, 1982
b Binomial exact

SE? 95% CI P

0,00315 0,928 to 1,000
0,0715 0,671 t0 0,901
0,0398 0,8191t0 0,981

Pairwise comparison of ROC curves

1gG ~ 1gG1
Difference between areas
Standard Error®
95% Confidence Interval
Z statistic
Significance level
19G ~ 1gG2
Difference between areas
Standard Error®
95% Confidence Interval
Z statistic
Significance level
1gG1 ~ 19gG2
Difference between areas
Standard Error®
95% Confidence Interval
Z statistic
Significance level

¢ Hanley & McNeil, 1983

0,194

0,0701

0,0562 to 0,331
2,762

P =0,0057

0,0714

0,0397

-0,00642 to 0,149
1,798

P =0,0721

0,122

0,0724

-0,0196 to 0,264
1,688

P =0,0913

Tesis Doctoral Vet Bavbovra Ferndnodez

1497



Anexo- Estodistico

Capitulo I11: Repuestainmune humoral inducida por la infeccién experimental

con aislamientos locales de Map en terneros

Ganancia de peso
One-Way AOV for: A C CN

Source DF SS Ms F P
Between 2 2986.33 1493.17 9.43 0.0508
Within 3 475.00 158.33
Total 5 3461.33
Grand Mean 32.667 Cv 38.52
Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.51 2 0.4694
Cochran's Q 0.7674

Largest Var / Smallest Var 29.160

Component of variance for between groups 667.417
Effective cell size 2.0
Variable Mean

A 1.500

C 44.000

CN 52.500

Observations per Mean 2

Standard Error of a Mean 8.8976

Std Error (Diff of 2 Means) 12.583

Cinética de produccion de INFy especifico por células periféricas
Sin estimular

Tiempo 0

One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss Ms F P
V cat 2 0.25225 0.12612 4.15 0.1367
Error 3 0.09114 0.03038

Total 5 0.34338

Grand Mean 0.2965 Cv 58.78

Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 8.21 2 0.0165
Cochran's Q 0.9494
Largest Var / Smallest Var 173056
Component of variance for between groups 0.04787
Effective cell size 2.0

voo1l Mean

A 0.5780

Cc 0.2160

CN 0.0955
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1232

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1743

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for V. dep by V. categ
Mean Sample

Rank Size
A 5.5 2
C 3.5 2
CN 1.5 2
Total 3.5 6
Kruskal-Wallis Statistic 4.5714

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.1017
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Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F
Between 2 16.0000 8.00000 16.0
Within 3 1.5000 0.50000

Total 5 17.5000

Total number of values that were tied
Max. diff. allowed between ties 0.000

Cases Included 6 Missing Cases 0

0.0251

0
01

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ

V categ Mean Homogeneous Groups
A 5.5000 A
¢ 3.5000 A
CN 1.5000 A
Alpha 0.05
Critical Z Value 2.394 Critical Value for Comparison 4.4787
30 dias postinfeccién
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF Ss MS F P
V categ 2 0.58286 0.29143 2.75 0.2099
Error 3 0.31830 0.10610
Total 5 0.90116
Grand Mean 0.4517 Cv 72.12
Chi-Sqg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.71 2 0.1562
Cochran's Q 0.9729
Largest Var / Smallest Var 85.726
Component of variance for between groups 0.09267
Effective cell size 2.0
Mean

A 0.8765

C 0.3410

CN 0.1375
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2303
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3257
80 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F P
V categ 2 0.37338 0.18669 26.5 0.0124
Error 3 0.02113 0.00704
Total 5 0.39451
Grand Mean 0.3097 Cv 27.10

Chi-Sqg DF P

Bartlett's Test of Equal Variances 3.57 2 0.1676
Cochran's Q 0.9657
Largest Var / Smallest Var 113.03
Component of variance for between groups 0.08982
Effective cell size 2.0

Mean
A 0.6600
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C 0.1705

CN 0.0985

Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0593

Std Error (Diff of 2 Means) 0.0839

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ
Mean Homogeneous Groups

A 0.6600 A

© 0.1705 B

CN 0.0985 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0839
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.3506

150 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 0.00179 8.927E-04 1.44 0.3642
Error 3 0.00186 6.193E-04
Total 5 0.00364
Grand Mean 0.0957 Cv 26.01
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 4.01 2 0.1343
Cochran's Q 0.9688

Largest Var / Smallest Var 225.00

Component of variance for between groups 1.367E-04

Effective cell size 2.0
Mean
A 0.1200
C 0.0850
CN 0.0820
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0176

Std Error (Diff of 2 Means) 0.0249

Estimuladas con PPDa

Tiempo 0
One-Way AOV for for V. dep by V. categ
Source DF Ss MS F P
V categ 2 0.15621 0.07811 3.12 0.1849
Error 3 0.07508 0.02503
Total 5 0.23129
Grand Mean 0.2598 CV 60.88
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 5.17 2 0.0752
Cochran's Q 0.9667

Largest Var / Smallest Var 1451.6

Component of variance for between groups 0.02654

Effective cell size 2.0
Mean
A 0.4785
Cc 0.2070
CN 0.0940
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1119

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1582
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30 dias postinfeccion
One-Way AOV for for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F
V categ 2 0.02053 0.01026 1.06
Error 3 0.02898 0.00966
Total 5 0.04951
Grand Mean 0.1732 CV 56.76

Chi-
Bartlett's Test of Equal Variances 4.
Cochran's Q 0.9527
Largest Var / Smallest Var 1534.0

Component of variance for between groups
Effective cell size

Mean
A 0.2225
C 0.2060
CN 0.0910
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0695
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0983

80 dias postinfeccion
One-Way AOV for for V. dep by V. categ

Source DF Ss Ms F
V categ 2 0.13760 0.06880 18.8
Error 3 0.01097 0.00366
Total 5 0.14858
Grand Mean 0.2420 Cv 24.99

Chi-
Bartlett's Test of Equal Variances 2.
Cochran's Q 0.8183
Largest Var / Smallest Var 124.69

Component of variance for between groups
Effective cell size

Mean

A 0.4510

Cc 0.1780

CN 0.0970
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0428
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0605

P
0.4479
Sq DF P
99 2 0.0827
3.012E-04
2.0
P
0.0201
Sqg DF P
54 2 0.2804
0.03257
2.0

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ

Mean Homogeneous Groups
A 0.4510 A
C 0.1780 B
CN 0.0970 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0605
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.2527

150 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F
V categ 2 0.00180 9.007E-04 2.33
Error 3 0.00116 3.873E-04

Total 5 0.00296

0.2455
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Grand Mean 0.0903 Ccv 21.79

Chi-Sq
Bartlett's Test of Equal Variances 0.16
Cochran's Q 0.44006
Largest Var / Smallest Var 2.5600

Component of variance for between groups 2.
Effective cell size

Mean

A 0.1000

C 0.1050

CN 0.0660
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0139
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0197

Intradermorreaccion con PPDa

One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF Ss Ms F
V categ 2 9.01945 4.50973 53.3 0.
Error 3 0.25373 0.08458
Total 5 9.27318
Grand Mean -0.2316 Cv -125.59

Chi-Sq
Bartlett's Test of Equal Variances 2.89
Cochran's Q 0.9468
Largest Var / Smallest Var 58.055

Component of variance for between groups
Effective cell size

Mean
A 0.7874
C 0.4739
CN -1.9560
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2056
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2908

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V.

Mean Homogeneous Groups

A 0.7874 A
© 0.4739 A
CN -1.9560 B
Alpha 0.05 Standard Error
Critical Q Value 5.909 Critical Value

Intradermorreaccion con PPDb
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F
V categ 2 47.8001 23.9000 1.71 0.
Error 3 41.8843 13.9614
Total 5 89.6844
Grand Mean -4.5201 CV -82.66

Chi-Sqg
Bartlett's Test of Equal Variances 4.31

0.9773
243.50

Cochran's Q
Largest Var / Smallest Var

Component of variance for between groups

DF P

2 0.9228
567E-04

2.0

P
0045

DF P

2 0.2358
2.21257

2.0

categ

0.2908
1.2151

for Comparison
for Comparison

P
3192
DF P
2 0.1160
4.96930
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Effective cell size 2.0

v0oo1l Mean

A -4.6864

C -0.9831

CN -7.8908
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 2.6421

Std Error (Diff of 2 Means) 3.7365

Anticuerpos especificos frente a Map en sueros de terneros experimentalmente
infectados

19G

Tiempo 0

One-Way AOV for: A C CN

Source DF Ss Ms F P
Between 2 28.0273 14.0137 2.67 0.2155
Within 3 15.7264 5.2421

Total 5 43.7537

Grand Mean -3.5826 CV -63.91

Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 4.80 2 0.0909
Cochran's Q 0.9477
Largest Var / Smallest Var 1277.5
Component of variance for between groups 4.38578
Effective cell size 2.0
Variable Mean
A -6.4805
C -2.9751
CN -1.2921
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 1.6190
Std Error (Diff of 2 Means) 2.2896
20 dias postinfeccion
One-Way AOV for: A C CN
Source DF Ss MS F P
Between 2 1.02161 0.51081 1.42 0.3685
Within 3 1.08032 0.36011
Total 5 2.10193
Grand Mean -1.9652 CV -30.54
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.33 2 0.8479
Cochran's Q 0.6124

Largest Var / Smallest Var 3.2174

Component of variance for between groups 0.07535

Effective cell size 2.0
Variable Mean

A -2.5484

C -1.6910

CN -1.6562

Observations per Mean 2

Standard Error of a Mean 0.4243

Std Error (Diff of 2 Means) 0.6001
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30 dias postinfeccion
One-Way AOV for: A C CN

Source DF SS Ms F P
Between 2 0.61403 0.30702 6.34 0.0836
Within 3 0.14518 0.04839
Total 5 0.75921
Grand Mean -1.8757 Cv -11.73
Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.50 2 0.1736
Cochran's Q 0.9649

Largest Var / Smallest Var 101.09

Component of variance for between groups 0.12931
Effective cell size 2.0

Variable Mean

A -2.3161

C -1.5658

CN -1.7453

Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1556
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2200

50 dias postinfeccion
One-Way AOV for: A C CN

Source DF SS MS F P
Between 2 0.43385 0.21693 1.55 0.3457
Within 3 0.42108 0.14036
Total 5 0.85494
Grand Mean -1.2385 Cv -30.25
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.60 2 0.7413
Cochran's Q 0.4870

Largest Var / Smallest Var 6.6940

Component of variance for between groups 0.03828
Effective cell size 2.0
Variable Mean

A -1.1510

C -0.9617

CN -1.6027

Observations per Mean 2

Standard Error of a Mean 0.2649

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3746

60 dias postinfeccion
One-Way AOV for: A C CN

Source DF SS MsS F P
Between 2 0.86197 0.43099 4.57 0.1229
Within 3 0.28305 0.09435
Total 5 1.14502
Grand Mean -0.7875 Cv -39.01
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.21 2 0.8982
Cochran's Q 0.4509

Largest Var / Smallest Var 2.9770

Component of variance for between groups 0.16832
Effective cell size 2.0
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Variable Mean
A -0.5269
c -0.5120
CN -1.3234
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2172
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3072
80 dias postinfeccion
One-Way AOV for: A C CN
Source DF SSs MsS F P
Between 2 1.04852 0.52426 11.1 0.0409
Within 3 0.14115 0.04705
Total 5 1.18966
Grand Mean -0.7704 Cv -28.15
Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.63 2 0.4430
Cochran's Q 0.8607
Largest Var / Smallest Var 20.421
Component of variance for between groups 0.23860
Effective cell size 2.0
Variable Mean
A -0.4954
C -0.4547
CN -1.3611
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1534
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2169
Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test
Variable Mean Homogeneous Groups
© -0.4547 A
A -0.4954 AB
CN -1.3611 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2169
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.9063

110 dias postinfeccion

One-Way AOV for: A C CN

Source DF SS MS F P
Between 2 4.35538 2.17769 214 0.0006
Within 3 0.03058 0.01019
Total 5 4.38596
Grand Mean -1.3047 Cv -7.74
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.05 2 0.9746
Cochran's Q 0.38606
Largest Var / Smallest Var 1.6445
Component of variance for between groups 1.08375
Effective cell size 2.0
Variable Mean
A -0.9255
C -0.5038
CN -2.4847
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0714
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1010
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Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups

© -0.5038 A

A -0.9255 A

CN -2.4847 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1010
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.4218

150 dias postinfeccion
One-Way AOV for: A C CN

Source DF SS MS F P
Between 2 1.69076 0.84538 102 0.0018
Within 3 0.02493 0.00831
Total 5 1.71569
Grand Mean -0.7770 Ccv -11.73
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 2.79 2 0.2474
Cochran's Q 0.9429

Largest Var / Smallest Var 53.809

Component of variance for between groups 0.41853
Effective cell size 2.0
Variable Mean

A -0.8767

C -0.0827

CN -1.3715

Observations per Mean 2

Standard Error of a Mean 0.0645

Std Error (Diff of 2 Means) 0.0912

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
© -0.0827 A
A -0.8767 B
CN -1.3715 ©
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.0912
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.3809
IgG1
Tiempo 0
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F P
V categ 2 5.90304 2.95152 8.46 0.0585
Error 3 1.04722 0.34907
Total 5 6.95027
Grand Mean -2.9490 Cv -20.03
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.98 2 0.3712
Cochran's Q 0.8221

Largest Var / Smallest Var 51.798

Component of variance for between groups 1.30122

Effective cell size 2.0
Mean
A -4.1085
C -3.0530
CN -1.6856
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4178
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Std Error (Diff of 2 Means) 0.5908

20 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MsS F P
V categ 2 24.1877 12.0939 0.86 0.5059
Error 3 42.0609 14.0203
Total 5 66.2486
Grand Mean -4.4429 CV -84.28

Chi-Sq DF
Bartlett's Test of Equal Variances 2.15 2
Cochran's Q 0.8703

Largest Var / Smallest Var 51.552

Component of variance for between groups -0.96322
Effective cell size 2.0
Mean
A -7.2347
C -3.4957
CN -2.5983
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 2.6477

Std Error (Diff of 2 Means) 3.7444

30 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 1.35287 0.67644 1.44 0.3637
Error 3 1.40564 0.46855
Total 5 2.75852
Grand Mean -3.1002 Cv -22.08

Chi-Sqg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 3.55 2
Cochran's Q 0.5794

Largest Var / Smallest Var 637.41

Component of variance for between groups 0.10394
Effective cell size 2.0
Mean
A -3.7620
C -2.6704
CN -2.8684
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4840

Std Error (Diff of 2 Means) 0.6845

50 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS Ms F P
V categ 2 0.56395 0.28198 1.20 0.4142
Error 3  0.70534  0.23511

Total 5 1.26930
Grand Mean -1.3598 CV -35.66

Chi-Sqg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 0.90 2
Cochran's Q 0.5744

Largest Var / Smallest Var 12.473

Component of variance for between groups 0.02343
Effective cell size 2.0
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Mean
A -1.0950
C -1.1948
CN -1.7895
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.3429

Std Error (Diff of 2 Means) 0.4849

60 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 1.34886 0.67443 2.59 0.2219
Error 3 0.78040 0.26013
Total 5 2.12927
Grand Mean -1.6411 Cv -31.08
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.17 2 0.9204
Cochran's Q 0.4399

Largest Var / Smallest Var 2.5917

Component of variance for between groups 0.20715
Effective cell size 2.0
Mean
A -1.2917
C -1.3201
CN -2.3114
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.3606

Std Error (Diff of 2 Means) 0.5100

80 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 2.38966 1.19483 19.4 0.0192
Error 3 0.18439 0.06146
Total 5 2.57405
Grand Mean -1.6676 Cv -14.87
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.15 2 0.9291
Cochran's Q 0.4560

Largest Var / Smallest Var 2.5206

Component of variance for between groups 0.56668
Effective cell size 2.0
Mean
A -1.2733
Cc -1.1713
CN -2.5581
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1753

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2479

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V002 by V001
Mean Homogeneous Groups

C -1.1713 A
A -1.2733 A
CN -2.5581 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2479
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 1.0359
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110 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 1.43592 0.71796 15.4 0.0264
Error 3 0.13964 0.04655
Total 5 1.57557
Grand Mean -1.2962 CV -16.65
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.24 2 0.8876
Cochran's Q 0.5293

Largest Var / Smallest Var 3.3249

Component of variance for between groups 0.33571
Effective cell size 2.0
Mean
A -1.0625
C -0.8491
CN -1.9770
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1526

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2157

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V002 by V001
Mean Homogeneous Groups

C -0.8491 A
A -1.0625 A
CN -1.9770 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2157
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.9015

150 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 3.25731 1.62866 73.7 0.0028
Error 3 0.06630 0.02210
Total 5 3.32362
Grand Mean -1.7046 Cv -8.72
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.22 2 0.5420
Cochran's Q 0.7011

Largest Var / Smallest Var 20.624

Component of variance for between groups 0.80328
Effective cell size 2.0
Mean
A -1.7234
C -0.7930
CN -2.5975
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1051

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1487

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ
Mean Homogeneous Groups

C -0.7930 A

A -1.7234 B

CN -2.5975 C

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1487
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.6212
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1gG2
Tiempo 0
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F P
V categ 2 0.28636 0.14318 1.62 0.3334
Error 3 0.26520 0.08840
Total 5 0.55156
Grand Mean -4.0474 Ccv -7.35
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.12 2 0.2100
Cochran's Q 0.94506
Largest Var / Smallest Var 98.216
Component of variance for between groups 0.02739
Effective cell size 2.0
Mean
A -4.2693
C -3.7503
CN -4.1226
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2102
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2973
20 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F P
V categ 2 0.45069 0.22535 1.81 0.3055
Error 3 0.37412 0.12471
Total 5 0.82481
Grand Mean -2.2833 CVv -15.47
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.47 2 0.4803
Cochran's Q 0.5778
Largest Var / Smallest Var 30.223
Component of variance for between groups 0.05032
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.6670
C -2.1389
CN -2.0439
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2497
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3531
30 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F P
V categ 2 0.37224 0.18612 0.59 0.6092
Error 3 0.95068 0.31689
Total 5 1.32292
Grand Mean -2.4414 Cv -23.06
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.12 2 0.9437
Cochran's Q 0.4761
Largest Var / Smallest Var 2.2802
Component of variance for between groups -0.06538
Effective cell size 2.0
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Mean
A -2.5713
C -2.0929
CN -2.6600
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.3981

Std Error (Diff of 2 Means) 0.5629

50 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 1.16557 0.58278 9.67 0.0492
Error 3 0.18086 0.06029
Total 5 1.34643
Grand Mean -2.0773 Cv -11.82
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 2.37 2 0.3052
Cochran's Q 0.9120

Largest Var / Smallest Var 47.683

Component of variance for between groups 0.26125
Effective cell size 2.0
Mean
A -1.4652
C -2.2812
CN -2.4854
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1736

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2455

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V002 by V001

V001l Mean Homogeneous Groups

A -1.4652 A

C -2.2812 A

CN -2.4854 A

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.2455
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 1.0259

There are no significant pairwise differences among the means.

60 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 1.61141 0.80570 25.7 0.0130
Error 3 0.09409 0.03136
Total 5 1.70549
Grand Mean -1.6277 Cv -10.88
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.29 2 0.5237
Cochran's Q 0.8155

Largest Var / Smallest Var 15.239

Component of variance for between groups 0.38717

Effective cell size 2.0
Mean
A -1.2071
C -1.3183
CN -2.3578
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1252
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Std E
Tukey
A
©
CN

Alpha

Critical Q Value

rror (Diff of 2 Means) 0.1771

HSD All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ
Mean Homogeneous Groups

-1.2071

A

-1.3183 A

=2 3978

B

0.05 Standard Error for Comparison 0.1771
5.909 Critical Value for Comparison 0.7400

80 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 3.10900 1.55450 11.8 0.0378
Error 3 0.39494 0.13165
Total 5 3.50394
Grand Mean -1.5998 CVv -22.68
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.57 2 0.7528
Cochran's Q 0.6891

Largest Var / Smallest Var 5.1768

Component of variance for between groups 0.71143
Effective cell size 2.0

A
C
CN

Mean
-1.0809
-1.1008
-2.6178

Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2566
rror (Diff of 2 Means) 0.3628

Std E

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ

A
Cc
CN

Alpha

Critical Q Value

Mean

-1.0809
-1.1008
-2.6178

Homogeneous Groups

B

0.05 Standard Error for Comparison 0.3628
5.909 Critical Value for Comparison 1.5160

110 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V catg 2 2.00804 1.00402 2.28 0.2497
Error 3 1.31971 0.43990
Total 5 3.32776
Grand Mean -1.6086 CVv -41.23
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.82 2 0.1480
Cochran's Q 0.9743

Largest Var / Smallest Var 105.84

Component of variance for between groups 0.28206

Effective cell size 2.0
Mean
A -1.3458
C -1.0690
CN -2.4110
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Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4690
Std Error (Diff of 2 Means) 0.6633

150 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 2.49319 1.24659 2.60 0.2217
Error 3 1.44086 0.48029
Total 5 3.93405
Grand Mean -1.6597 Cv -41.76

Chi-Sqg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 3.70 2
Cochran's Q 0.9688

Largest Var / Smallest Var 124.50

Component of variance for between groups 0.38315
Effective cell size 2.0
Mean
A -1.5599
C -0.9248
CN -2.4943
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4900

Std Error (Diff of 2 Means) 0.6930

Anticuerpos especificos frente a PPA en sueros de terneros experimentalmente

infectados con Map

19gG2

Tiempo 0

One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 6.65164 3.32582 3.81 0.1501
Error 3 2.61854 0.87285

Total 5 9.27018

Grand Mean -4.4048 Cv -21.21

At least one group variance is near zero,
variance-equality tests cannot be computed.

Component of variance for between groups 1.22649
Effective cell size 2.0
Mean
A -3.4343
c -5.8680
CN -3.9120
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.6606

Std Error (Diff of 2 Means) 0.9343

7 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 6.3193 3.15964 1.24 0.4047
Error 3 7.6333 2.54443

Total 5 13.9526

Grand Mean -4.1372 Cv -38.56

Chi-sqg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 4.73 2
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Cochran's Q 0.9272
Largest Var / Smallest Var 1558.3

Component of variance for between groups 0.30761
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.7240
c -5.1301
CN -4.5575
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 1.1279

Std Error (Diff of 2 Means) 1.5951

20 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 2.56225 1.28113 0.53 0.6341
Error 3 7.21904 2.40635
Total 5 9.78129
Grand Mean -3.7242 CV -41.65

Chi-Sq DF
Bartlett's Test of Equal Variances 2.11 2
Cochran's Q 0.8871

Largest Var / Smallest Var 40.899

Component of variance for between groups -0.56261
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.8157
c -4.3254
CN -4.0315
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 1.0969

Std Error (Diff of 2 Means) 1.5512

50 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 3.14238 1.57119 2.27 0.2510
Error 3 2.07717 0.69239
Total 5 5.21956
Grand Mean -2.9085 Cv -28.61

Chi-Sqg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 6.57 2
Cochran's Q 0.8794

Largest Var / Smallest Var 33319

Component of variance for between groups 0.43940

Effective cell size 2.0
Mean
A -1.9631
c -3.0418
CN -3.7207
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.5884

Std Error (Diff of 2 Means) 0.8321

0.3480

0.0374

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for V. dep by V. categ

Mean Sample
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Rank Size

A 5.5 2

(e} 3.5 2

CN 1.5 2
Total 3.5 6

Kruskal-Wallis Statistic
P-Value, Using Chi-Squared Approximation

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F
Between 2 16.0000 8.00000 16.0 0
Within 3 1.5000 0.50000

Total 5 17.5000

Total number of values that were tied 0
Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 6 Missing Cases 0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Tes

Vo001 Mean Homogeneous Groups

A 5.5000 A

€ 3.5000 A

CN 1.5000 A

Alpha 0.05

Critical Z Value 2.394 Critical Value

80 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF Ss Ms F
V categ 2 3.93879 1.96940 5.25 0.
Error 3 1.12526 0.37509
Total 5 5.06406
Grand Mean -2.3200 CV -26.40
Chi-Sq
Bartlett's Test of Equal Variances 0.46
Cochran's Q 0.6335
Largest Var / Smallest Var 5.0758
Component of variance for between groups
Effective cell size
Mean

A -1.5812

c -1.9310

CN -3.4479
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4331
Std Error (Diff of 2 Means) 0.6124
110 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F
V categ 2 7.9538 3.97691 2.63 0.
Error 3 4.5395 1.51318
Total 5 12.4934
Grand Mean -2.5585 Cv -48.08

Chi-Sqg

Bartlett's Test of Equal Variances 1.42
Cochran's Q 0.7532
Largest Var / Smallest Var 25.916

4.5714
0.1017

.0251

t of V002 by V001

for Comparison 4.4787

P
1047
DF P
2 0.7953
0.79715
2.0
P
2190
DF P
2 0.4918
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Component of variance for between groups 1.23187
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.2534
c -1.3259
CN -4.0962
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.8698

Std Error (Diff of 2 Means) 1.2301

150 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 2.05485 1.02743 1.25 0.4021
Error 3 2.45876 0.81959
Total 5 4.51361
Grand Mean -2.5759 Cv -35.15
Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.10 2 0.9516
Cochran's Q 0.4839

Largest Var / Smallest Var 2.0021

Component of variance for between groups 0.10392
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.5541
c -1.8703
CN -3.3033
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.6402

Std Error (Diff of 2 Means) 0.9053

Anticuerpos especificos frente a Hsp65r en sueros de terneros experimentalmente
infectados con Map

1gG
Tiempo 0
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF Ss MS F P
V categ 2 0.38578 0.19289 1.29 0.3934
Error 3 0.44717 0.14906
Total 5 0.83295
Grand Mean -2.2550 Cv -17.12
Chi-Sgq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 2.85 2 0.2404
Cochran's Q 0.7512

Largest Var / Smallest Var 229.81

Component of variance for between groups 0.02192

Effective cell size 2.0
Mean
A -2.6041
C -2.0093
CN -2.1516
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2730

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3861
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50 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 0.58787 0.29393 1.58 0.3401
Error 3 0.55860 0.18620
Total 5 1.14647
Grand Mean -2.2898 Cv -18.84
Chi-Sq DF p
Bartlett's Test of Equal Variances 6.74 2 0.0343
Cochran's Q 0.9850

Largest Var / Smallest Var 6609.3

Component of variance for between groups 0.05387
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.4613
C -1.8506
CN -2.5575
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.3051

Std Error (Diff of 2 Means) 0.4315

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for V. dep by V. categ
Mean Sample

Rank Size

A 3.5 2

C 5.5 2

CN 1.5 2

Total 3.5 6
Kruskal-Wallis Statistic 4.5714

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 0.1017

Parametric AOV Applied to Ranks

Source DF SS MS F P
Between 2 16.0000 8.00000 16.0 0.0251
Within 3 1.5000 0.50000

Total 5 17.5000

Total number of values that were tied 0

Max. diff. allowed between ties 0.00001

Cases Included 6 Missing Cases 0

Kruskal-Wallis All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ
Mean Homogeneous Groups

© 5.5000 A

A 3.5000 A

CN 1.5000 A

Alpha 0.05
Critical Z Value 2.394 Critical Value for Comparison 4.4787

80 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 0.30266 0.15133 1.91 0.2921
Error 3 0.23806 0.07935
Total 5 0.54071
Grand Mean -2.4395 Cv -11.55
Chi-Sg DF P
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Anexo- Estodistico

Bartlett's Test of Equal Variances

Cochran's Q
Largest Var / Smallest Var

Component of variance for between groups

Effective cell size

Mean
A -2.6784
C -2.1388
CN -2.5013

Observations per Mean
Standard Error of a Mean
Std Error (Diff of 2 Means)

150 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V.
MS

Source DF Ss

0.7717
41.040

2
0.1992
0.2817

V categ 2 0.99979 0.49990
Error 3 1.52620 0.50873

Total 5 2.52599

Grand Mean -2.2631 Cv -31.52

Bartlett's Test of Equal Variances

Cochran's Q
Largest Var / Smallest Var

Component of variance for between groups

Effective cell size

Mean
A -2.5300
C -2.5729
CN -1.6863

Observations per Mean
Standard Error of a Mean
Std Error (Diff of 2 Means)

1gG1
Tiempo 0

One-Way AOV for V. dep by V.
MS

Source DF Ss

0.4977
2.5807

2
0.5043
0.7133

V categ 2 0.29931 0.14965
Error 3 0.18889 0.06296

Total 5 0.48820

Grand Mean -2.2862 Cv -10.98

Bartlett's Test of Equal Variances

Cochran's Q
Largest Var / Smallest Var

Component of variance for between groups

Effective cell size

Mean
A -2.5647
C -2.0179
CN -2.2761

Observations per Mean
Standard Error of a Mean
Std Error (Diff of 2 Means)

0.9198
57.169

2
0.1774
0.2509

categ

categ

.73 2 0.4209
0.03599
2.0
P
0.4696
Chi-Sq DF p
0.15 2 0.9264
-0.00442
2.0
P
0.2407
Chi-Sq DF p
2.54 2 0.2813
0.04335
2.0
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50 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F
V categ 2 0.24429 0.12214 2.43
Error 3 0.15080 0.05027
Total 5 0.39509
Grand Mean -2.2918 Cv -9.78

Chi-
Bartlett's Test of Equal Variances 3.
Cochran's Q 0.9416
Largest Var / Smallest Var 134.30

Component of variance for between groups
Effective cell size

Mean

A -2.4421

C -2.0066

CN -2.4267
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1585
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2242

80 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F
V categ 2 0.10440 0.05220 0.93
Error 3 0.16870 0.05623
Total 5 0.27311
Grand Mean -2.5468 Cv -9.31

Chi-
Bartlett's Test of Equal Variances 1.
Cochran's Q 0.5647
Largest Var / Smallest Var 14.464

Component of variance for between groups
Effective cell size

Mean

A -2.7086

C -2.3854

CN -2.5463
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1677
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2371

150 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF Ss MS F
V categ 2 0.16755 0.08378 0.67
Error 3 0.37644 0.12548
Total 5 0.54399
Grand Mean -2.4221 Cv -14.62

Chi-
Bartlett's Test of Equal Variances 0.
Cochran's Q 0.5697
Largest Var / Smallest Var 2.7564

Component of variance for between groups
Effective cell size

P
0.2358
Sqg DF P
25 2 0.1970
0.03594
2.0
P
0.4855
Sq DF P
00 2  0.6065
-0.00202
2.0
P
0.5756
Sq DF P
24 2 0.8886
-0.02085
2.0
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Anexo- Estodistico

Mean

A -2.4685

C -2.5996

CN -2.1983
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2505
Std Error (Diff of 2 Means) 0.3542
1gG2
Tiempo 0
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF Ss MS F
V categ 2 0.03578 0.01789 2.89
Error 3 0.01856 0.00619
Total 5 0.05434
Grand Mean -2.7051 Cv -2.91

Chi-

Bartlett's Test of Equal Variances 0.
Cochran's Q 0.56006
Largest Var / Smallest Var 4.6161

Component of variance for between groups
Effective cell size

Mean

A -2.7752

C -2.5975

CN -2.7426
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0556
Std Error (Diff of 2 Means) 0.0787

50 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F
V categ 2 0.02469 0.01234 0.23
Error 3 0.16000 0.05333
Total 5 0.18468
Grand Mean -2.7378 Cv -8.44

Chi-
Bartlett's Test of Equal Variances 1.
Cochran's Q 0.8579
Largest Var / Smallest Var 24.730

Component of variance for between groups
Effective cell size

Mean
A -2.8261
C -2.6755
CN -2.7119
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1633
Std Error (Diff of 2 Means) 0.2309

80 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F
V categ 2 0.20139 0.10069 0.26
Error 3 1.150098 0.38366

Total 5 1.35237

0.1996

Sqg DF P
37 2 0.8304

0.00585
2.0

P
0.8064

Sq DF p

70 2 0.4283

-0.02049
2.0

0.7852
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Anexo- Estodistico

Grand Mean -2.8680 Cv -21.60

Chi-Sq DF
Bartlett's Test of Equal Variances 0.14 2
Cochran's Q 0.5181

Largest Var / Smallest Var 2.2194

Component of variance for between groups -0.14148
Effective cell size 2.0
Mean
A -3.1230
C -2.7800
CN -2.7010
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4380

Std Error (Diff of 2 Means) 0.6194

150 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 0.44099 0.22049 0.46 0.6677
Error 3 1.42697 0.47566
Total 5 1.86796
Grand Mean -2.8480 Cv -24.22

Chi-Sqg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 2.72 2
Cochran's Q 0.9254

Largest Var / Smallest Var 72.682

Component of variance for between groups -0.12758
Effective cell size 2.0
Mean
A -3.1508
C -2.4929
CN -2.9004
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4877

Std Error (Diff of 2 Means) 0.6897

Anticuerpos especificos frente a p34r en sueros de terneros experimentalmente

infectados con Map

1gG

Tiempo 0

One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 0.14843 0.07421 1.86 0.2982

Error 3 0.11966 0.03989
Total 5 0.26809

Grand Mean -3.0198 CV -6.61

Chi-Sqg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 0.92 2
Cochran's Q 0.7586

Largest Var / Smallest Var 9.5123

Component of variance for between groups 0.01716

Effective cell size 2.0
Mean
A -3.2290
C -2.9808
CN -2.8497
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Anexo- Estodistico

Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1412
Std Error (Diff of 2 Means) 0.1997

50 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 0.83000 0.41500 2.63 0.2190
Error 3 0.47368 0.15789
Total 5 1.30368
Grand Mean -2.9316 Cv -13.55

Chi-Sqg DF
Bartlett's Test of Equal Variances 2.69 2
Cochran's Q 0.8793

Largest Var / Smallest Var 114.87

Component of variance for between groups 0.12855
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.4260
C -3.3102
CN -3.0585
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2810

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3974

80 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 1.44179 0.72089 7.96 0.0631
Error 3 0.27163 0.09054
Total 5 1.71342
Grand Mean -2.9758 Cv -10.11

Chi-Sq DF
Bartlett's Test of Equal Variances 1.64 2
Cochran's Q 0.7207

Largest Var / Smallest Var 39.086

Component of variance for between groups 0.31518
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.3038
C -3.4594
CN -3.1642
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2128

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3009

110 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 2.75391 1.37696 133 0.0012
Error 3 0.03106 0.01035
Total 5 2.78498
Grand Mean -2.5765 Cv -3.95

Chi-Sq  DF
Bartlett's Test of Equal Variances 0.15 2
Cochran's Q 0.4686

Largest Var / Smallest Var 2.5963
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Anexo- Estodistico

Component of variance

for between groups 0.68330

Effective cell size 2.0
Mean
A -1.6184
C -3.0612
CN -3.0497
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0720

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1018

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V002 by V001
V categ Mean Homogeneous Groups

A -1.6184 A
CN -3.0497 B
@ -3.0612 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1018
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.4252

150 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 3.06670 1.53335 3.94 0.1449
Error 3 1.16819 0.38940
Total 5 4.23489
Grand Mean -2.9350 Cv -21.26
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 2.76 2 0.2514
Cochran's Q 0.8961

Largest Var / Smallest Var 112.24

Component of variance

for between groups 0.57198

Effective cell size 2.0
Mean

A -1.9797

C -3.6994

CN -3.1259
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4412
Std Error (Diff of 2 Means) 0.6240
1gG1
Tiempo 0
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F P
V categ 2 0.11061 0.05530 0.81 0.5223
Error 3 0.20409 0.06803
Total 5 0.31470
Grand Mean -2.7371 CVv -9.53

Chi-Sq DF P

Bartlett's Test of Equal Variances 2.53 2 0.2816
Cochran's Q 0.8399

Largest Var / Smallest Var 113.09

Component of variance
Effective cell size

Mean
A -2.9099
C -2.7232

for between groups -0.00636
2.0
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Anexo- Estodistico

CN -2.5782
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.1844

Std Error (Diff of 2 Means) 0.2608

50 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V cate 2 0.37191 0.18596 14.1 0.0299
Error 3 0.03965 0.01322
Total 5 0.41156
Grand Mean -2.7940 Cv -4.11
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 0.16 2 0.9250
Cochran's Q 0.4754

Largest Var / Smallest Var 2.6265

Component of variance for between groups 0.08637
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.4685
C -3.0730
CN -2.8405
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.0813

Std Error (Diff of 2 Means) 0.1150

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ
Mean Homogeneous Groups

A -2.4685 A
CN -2.8405 AB
© -3.0730 B
Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.1150
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 0.4804

80 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 0.66150 0.33075 2.48 0.2316
Error 3 0.40051 0.13350
Total 5 1.06201
Grand Mean -3.0707 Cv -11.90
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.19 2 0.5514
Cochran's Q 0.8128

Largest Var / Smallest Var 11.758

Component of variance for between groups 0.09862
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.7786
C -3.5351
CN -2.8983
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2584

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3654
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150 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 0.32104 0.16052 1.34 0.3838
Error 3 0.35924 0.11975
Total 5 0.68028
Grand Mean -2.8881 Cv -11.98
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.26 2 0.5317
Cochran's Q 0.7357

Largest Var / Smallest Var 20.744

Component of variance for between groups 0.02039
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.6107
C -3.1769
CN -2.8767
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.2447

Std Error (Diff of 2 Means) 0.3460

19G2
Tiempo 0
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF Ss Ms F P
V categ 2 0.62658 0.31329 0.62 0.5961
Error 3 1.52123 0.50708
Total 5 2.14781
Grand Mean -3.4011 Cv -20.94
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.97 2 0.1372
Cochran's Q 0.9552
Largest Var / Smallest Var 319.92
Component of variance for between groups -0.09689
Effective cell size 2.0
Mean
A -3.8582
C -3.1712
CN -3.1741
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.5035

Std Error (Diff of 2 Means) 0.7121

15 dias postinfeccion

One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V categ 2 0.12531 0.06265 0.05 0.9503
Error 3 3.62520 1.20840

Total 5 3.75051

Grand Mean -3.0705 CVv -35.80

Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 5.16 2 0.0759
Cochran's Q 0.9812
Largest Var / Smallest Var 783.14
Component of variance for between groups -0.57287
Effective cell size 2.0
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Anexo- Estodistico

Mean

A -2.8661

C -3.1712

CN -3.1741
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.7773

Std Error (Diff of 2 Means) 1.0993

20 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V categ 2 0.41346 0.20673 0.18 0.8452
Error 3 3.48530 1.16177
Total 5 3.89876
Grand Mean -2.9698 CV -36.29
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 6.20 2 0.0450
Cochran's Q 0.9855

Largest Var / Smallest Var 2885.9

Component of variance for between groups -0.47752
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.6015
C -3.1945
CN -3.1133
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.7622

Std Error (Diff of 2 Means) 1.0779

Kruskal-Wallis One-Way Nonparametric AOV for V. dep by V. categ
Mean Sample

Rank Size

A 3.5 2

C 3.5 2

CN 3.5 2

Total 3.5 6
Kruskal-Wallis Statistic 0.0000

P-Value, Using Chi-Squared Approximation 1.0000

Parametric AOV Applied to Ranks
Source DF Ss Ms F P

Between 2 0.00000 0.00000 0.00 1.0000
Within 3 17.5000 5.83333

Total 5 17.5000

Total number of values that were tied 0

Max. diff. allowed between ties 0.00001

30 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V CATEG 2 1.71419 0.85709 1.63 0.3314
Error 3 1.57535 0.52512
Total 5 3.28954
Grand Mean -2.8621 Cv -25.32
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 3.00 2 0.2227
Cochran's Q 0.9537

Largest Var / Smallest Var 53.772
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Component of variance for between groups 0.16599

Effective cell size

Mean
A -2.1290
C -3.3884
CN -3.0688

Observations per Mean
Standard Error of a Mean

Std Error (Diff of 2 Means)

50 dias postinfeccion

2.0

2
0.5124
0.7246

One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss

V CATEG 2 1.88637 0.
Error 3 1.13883 0.

Total 5 3.02520
Grand Mean -2.9920 Cv

Bartlett's Test of Equal
Cochran's Q

Largest Var / Smallest Var 41.696
Component of variance for between groups 0.28179
Effective cell size 2.0
Mean

A -2.2955

C -3.6685

CN -3.0120
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4357
Std Error (Diff of 2 Means) 0.6161
60 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ
Source DF SS MS F P
V CATEG 2 1.04476 0.52238 2.05 0.2752
Error 3 0.76626 0.25542
Total 5 1.81101
Grand Mean -3.1472 CV -16.06

Chi-Sqg DF

Bartlett's Test of Equal Variances 1.57 2 0.4570
Cochran's Q 0.8234

Largest Var / Smallest Var

MS F P

94318 2.48 0.2310
37961

-20.59

Chi-Sqg DF

Variances 2.30 2 0.3159

0.9115

25.341

Component of variance for between groups 0.13348

Effective cell size

Mean
A -2.6572
C -3.6770
CN -3.1073
Observations per Mean
Standard Error of a Mean

Std Error (Diff of 2 Means)

2.0

2
0.3574
0.5054
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80 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF Ss MS F P
V CATEG 2 24.8262 12.4131 0.71 0.5589
Error 3 52.4040 17.4680
Total 5 77.2301
Grand Mean -5.4162 Ccv =77.17
Chi-Sq DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.66 2 0.4368
Cochran's Q 0.6263

Largest Var / Smallest Var 41.573

Component of variance for between groups =-2.52746
Effective cell size 2.0
Mean
A -2.6419
C -7.4621
CN -6.1447
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 2.9553

Std Error (Diff of 2 Means) 4.1795

110 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF SS MS F P
V CATEg 2 10.3702 5.18511 10.8 0.0425
Error 3 1.4393 0.47977
Total 5 11.8095
Grand Mean -2.6622 Cv -26.02
Chi-Sg DF P
Bartlett's Test of Equal Variances 1.08 2 0.5821
Cochran's Q 0.7730

Largest Var / Smallest Var 12.851

Component of variance for between groups 2.35267
Effective cell size 2.0
Mean
A -0.8620
C -3.9647
CN -3.1600
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.4898

Std Error (Diff of 2 Means) 0.6927

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test of V. dep by V. categ

V categ Mean Homogeneous Groups

A -0.8620 A

CN -3.1600 AB

C -3.9647 B

Alpha 0.05 Standard Error for Comparison 0.6927
Critical Q Value 5.909 Critical Value for Comparison 2.8941

150 dias postinfeccion
One-Way AOV for V. dep by V. categ

Source DF
V categ 2
Error 3
Total 5

SS MS F P

8.1067 4.05333 4.14 0.1371
2.9361 0.97870
11.0428
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Anexo- Estodistico

Grand Mean -2.8353 Cv -34.89

Chi-Sq
Bartlett's Test of Equal Variances 0.60
Cochran's Q 0.6760
Largest Var / Smallest Var 6.4958

Component of variance for between groups
Effective cell size

Mean
A -1.3047
C -4.1198
CN -3.0815
Observations per Mean 2
Standard Error of a Mean 0.6995

Std Error (Diff of 2 Means) 0.9893

Capitulo 1V: Efecto de anticuerpos bovinos especificos sobre la viabilidad
intracelular de Map en un modelo de infeccion de macrofagos bovinos in

Vitro
One-Way AOV for: CN IC IHSP65 IP34
Source DF SS MS F
Between 3 2757.54 919.179 11.0
Within 13 1086.70 83.592
Total 16 3844.24
Grand Mean 75.696 Cv 12.08

Chi-Sqg
Bartlett's Test of Equal Variances 1.01
Cochran's Q 0.4005

Largest Var / Smallest Var 3.5755

Component of variance for between groups
Effective cell size

Variable N Mean SE
CN 4 79.539 4.5714
IC 5 74.289 4.0888
IHSP65 4 92.957 4.5714
IP34 4 56.352 4.5714

Tukey HSD All-Pairwise Comparisons Test

Variable Mean Homogeneous Groups
IHSP65 92.957 A

CN 79.539 AB

IC 74.289 BC

IP34 56,352 €

Alpha 0.05

Critical Q Value 4.151

DF P

2 0.7392
1.53732

2.0

P
0.0007
DF P
3 0.7977
197.291
4.2
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