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Articulo N° 17 del Estatuto de la Academia

«La Academia no se solidariza con las ideas vertidas por sus miembros en los
actos que ésta realice salvo pronunciamiento expreso al respecto que cuente
con el voto unanime de los académicos presentes en la sesién respectiva.»



Apertura del acto por el Presidente de la Academia Nacio-
nal de Agronomia y Veterinaria Dr. Carlos O. Scoppa

Sres. Académicos,

Sr. Representante de la Fundacion Pérez Companc,
Autoridades Nacionales y Universitarias,

Sres. recipiendarios del Premio Pérez Companc, version 2005,
Sres. familiares y amigos de los recipiendarios,

Sefioras y Sefores:

Esta Sesion Publica Extraordinaria de la Academia Nacional de
Agronomia y Veterinaria que se efectua conjuntamente con la Fundacion Pérez
Companc para hacer entrega de la tercera version del Premio de este nombre y
que otorga esa entidad de bien publico y discierne nuestra Corporacion constituye,
como siempre, una ceremonia destacada, uno de los acontecimientos mas
gratos y significativos de la vida académica. Venimos a reconocer publicamente
los frutos de la inteligencia, del trabajo abnegado, del afan de progreso y del
querer saber mas. A brindar el justo reconocimiento de pares ante los aportes
de la mente y de la faena sin claudicaciones.

En un mundo en el que la ética languidece, la moral vacila y el humanismo
se debilita e inmersos en una sociedad que desde hace décadas transita por el
facilismo, la falta de compromiso y la anomia, fiestas como estas revisten espe-
cial significado para la Republica. Son eslabones de excelencia que tejen la
cadena del progreso engrandecida por la accién virtual de los principios.
Verdaderos atavios de abolengo ilustre de y para la cultura. No sélo por la galanura
que la frase conlleva y la elevacidén de las ideas, sino también por la serenidad
doctrinaria, por la impersonalidad de la argumentacién y por el aliento que
respiran.

Hoy premiamos a tres mujeres y a tres hombres jévenes integrantes
de un equipo de investigacion, por su trabajo’Caracterizacion de antigenos de
Mycobacterium bovis y Mycobacterium avis, subespecie paratuberculosis. Su
utilizacion en el diagnéstico” que fuera presentado al concurso que en esta
edicion versaba sobre “Desarrollo de Nuevas Técnicas Biotecnoldgicas para el
Diagnostico y Prevencion de Enfermedades Bacterianas de Rumiantes”, obra
que fue seleccionada por el Jurado Académico y cuyo dictamen fuera aprobado
unanimemente por el Cuerpo. Sera el Presidente de ese tribunal, el Académico,
Dr. Bernardo J. Carrillo quien nos expresara, con detalle, las consideraciones y
meritos que aconsejaran su otorgamiento.

Sin embargo, digamos una vez mas que ellos no buscaron ni buscan
las distinciones, los lauros, los reconocimientos. Los investigadores no
producen, ni gestan para la presea. Los premios no se rastrean, se obtienen.

Axial, sélo me resta felicitar a los premiados por la gratificacién que tan
justamente reciben, pero también por el ejemplo que brindan a las generaciones
venideras, las cuales podran asi levantarse al impulso de ideales mas grandes
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fortaleciendo y dando calor a sus espiritus en las tradiciones académicas; en
los que creen en la cultura. Para que se apresuren a tomar la iniciativa en los
festejos con que celebramos los grandes fastos, y afiancen su fuerza futura con
los impulsos de sus almas generosas.

Nada mas, muchas gracias.
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Presentacion por el Presidente del Jurado Dr. Bernardo
J. Carrillo

~

Sr. Presidente,

Sr. Representante de la Fundacion Pérez Companc,
Sres. Académicos,

Sres. Investigadores y colegas,

Seiioras y Sefnores:

La Academia Nacional de Agronomia y Veterinaria tiene el agrado en
este acto de materializar la adjudicaciéon del Premio Fundacion Pérez Companc
en su version 2005, correspondiente a temas en Ciencias Veterinarias. Agrade-
cemos a la Fundacién Pérez Companc por este aporte y por el estimulo que
significa para jovenes investigadores ver premiada su labor. Este reconocimien-
to, contribuye a fomentar el desarrollo de la investigacién agropecuaria en bene-
ficio de la produccion nacional, de la salud animal y de la salud publica a través
de este acuerdo con nuestra Corporacion.

En representacion del Jurado que estuvo integrado por los Académi-
cos Dres. Eduardo Palma, Eduardo Gimeno, Ing. Agr. Rodolfo Sanchez y el que
habla y el Dr. Mariano Medina por la Fundacion Pérez Companc, corresponde
mencionar que el Premio Fundacién Pérez Companc en su versiéon 2005 sobre
el tema: «Desarrollo de nuevas técnicas Biotecnologicas para el diagnostico y
prevencién de enfermedades bacterianas de rumiantes» ha sido otorgado al
trabajo titulado «Caracterizaciéon de antigenos de Mycobacterium tuberculosis
bovis y Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis, su utilizacién en el
diagnostico» cuyos autores que figuraban con el seudonimo «Para TBtools»
son los Dres. Maria Isabel Romano y Angel Cataldi, Bidloga Andrea Gioffre,
Biotecndlogo Ignacio Etchechoury, Microbidloga Gabriela Echeverria y el Med.
Vet. Dr. Fernando Paolicchi.

La Dra. Maria Isabel Romano es Bioguimica graduada en la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires en 1986 con
Posdoctorados en el Laboratorio de Biologia Celular del Instituto Pasteur de
Paris en 1987 y en el Laboratorio de Mycobacterial Research del National Institute
for Medical Research, Londres en 2000-2002. Fue Investigadora asistente, In-
vestigadora adjunta y actualmente Investigadora independiente del- CONICET,
con sede en el Instituto de Biotecnologia del Centro de Investigaciones en Cien-
cias Veterinarias y Agronomicas del INTA en Castelar, en el tema Tuberculosis y
Paratuberculosis Bovina. Ha actuado y actua como Directora de Becarios y de
formacion de investigadores en temas de su especialidad. Ha dirigido y dirige
Proyectos de Investigacion subsidiados por instituciones nacionales y extranje-
ras. Es miembro fundador de la Red Latinoamericana y del Comité de Tubercu-
losis (RELACTB). Ha publicado 80 trabajos en revistas cientificas con referato y
ha recibido un Premio de la Sociedad Argentina de Dermatologia sobre el tema
«Lepra salvaje en Armadillos del Nordeste Argentino» y un Primer premio de la
Asociacion Argentina de Laboratorios de Diagnéstico en 2004.
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El Dr. Angel Cataldi es Dr. en Quimica de la Universidad de Buenos
Aires. Realizo tesis de doctorado en la Fundacion Campomar. Luego hizo un
Posdoctorado en el Instituto Pasteur de Paris sobre Factores de Virulencia del
Bacillus anthracis. Actualmente dirige el grupo de Tuberculosis en el Instituto de
Biotecnologia del CIVyA en INTA Castelar. Es coordinador del area de bacterias
patogenas del Instituto de Biotecnologia y es Secretario de Redaccién de la
Revista Argentina de Microbiologia.

La Biologa Andrea Gioffre, ha realizado su tesis doctoral bajo la direc-
cion del Dr. Angel Cataldi. Fue iniciadora de los trabajos en E. coli
enterohemorragica en el Instituto de Biotecnologia, realizando su tesis de licen-
ciatura en este tema. Realiz6 una pasantia en el Instituto Pasteur de Paris y
actualmente trabaja en Paratuberculosis o enfermedad de Johne.

El Biotecnélogo Diego Ignacio Etchechoury es Licenciado en
Biotecnologia, graduado en 2002 en la Universidad Nacional de Buenos Aires.
Trabaja en el tema de caracterizacion de antigenos de Mycobacterium tuberculo-
sis bovis y Mycobacterium paratuberculosis con una Beca de Posgrado del
CONICET y esta integrado a un Proyecto-PICT de Ciencia y Técnica sobre desa-
rrollo de Técnicas de Diagnodstico de Tuberculosis bovina. Es coautor de tres
trabajos sobre este tema y ha recibido un premio al mejor trabajo cientifico «Dr.
Joaquin Gonzalez Tomé» sobre el tema de mycobacterias zoonéticas, en la XV
Reunién de la Asociacion Argentina de Vet. Lab. Diag. en el afio 2004.

La Microbidloga Gabriela Fernanda Echeverria Valencia recibié su Li-
cenciatura en Microbiologia Clinica y Aplicada en la Pontificia Universidad Caté-
lica de Ecuador en Quito, Ecuador, en el afio 2004. Actualmente esta cursando la
Maestria en Biotecnologia en la Universidad de Buenos Aires. Ha realizado di-
versas pasantias y cursos de formacion en su especialidad y obtuvo becas de la
Universidad de Pontificia y de la Agencia de Promocion Cientifica y Tecnologica
de la Secretaria de Ciencia y Técnica (Proyecto PICT 12589) sobre el tema de
Tuberculosis bovina.

El Dr. Fernando Alberto Paolicchi es Médico Veterinario graduado en la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Centro de la
Provincia de Buenos Aires en 1984 y es Magister en Ciencias Biolégicas de la
Escuela de Posgrado de la Facultad de Medicinal, de la Universidad de Chile en
1995.

Es ‘miembro permanente del Grupo de Investigacion en Sanidad Ani-
mal en el Departamento de Producciéon Animal de la Est. Exp. del INTA en
Balcarce - Unidad Integrada INTA UNMdP OCA N° 185/00.

Ha sido seleccionado como Becario de Investigacion en el exterior en
tres oportunidades, en 1985 - INTA, Madrid, Espafia; en 1992, Universidad de
Chile, Santiago, Chile y en 1999 para estudios sobre «Biologia Molecular de
Micobacterias» en la Universidad de Nebraska, Lincoln, Nebraska, USA.

Ha cumplido y cumple multiples actividades como docente tanto en la
formacion de grado como posgrado, en los ambitos de la Universidad Nacional
del Centro de la Provincia de Buenos Aires, como en la Universidad Nacional de
Mar del Plata, Unidad Integrada INTA - UNMdP en INTA Balcarce.

Ha participado en el dictado de mas de 45 cursos para profesionales,
cursos de posgrado, seminarios y reuniones cientificas diversas.
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Ha participado y participa como director, codirector y participante en
mas de veinte proyectos institucionales (INTA) y extrainstitucionales en temas
de Brucelosis, Tuberculosis y Paratuberculosis bovira.

Ha publicado mas de 56 trabajos cientificos, 28 en revistas con referato.
Tiene mas de 18 trabajos de divulgacion y mas de 120 presentaciones en
congresos y es coautor de capitulos en 2 libros.

Actualmente el Dr. Paolicchi es Presidente de la Asociacion Argentina
de Veterinarios de Laboratorio de Diagnostico (AAVDL).

El Jurado, al proponer para este galardon a los citados investigadores,
consideré que los objetivos, la metodologia y los resultados obtenidos en ese
estudio eran de muy buen nivel y estaban en total acuerdo con la convocatoria
del premio version 2005 o sea el desarrollo de nuevas técnicas biotecnoldgicas
para el diagnéstico de enfermedades bacterianas de rumiantes.

El trabajo seleccionado se destaca por su originalidad, buen disefio
cientifico y tecnolégico y por tratarse de un tema de relevancia para la salud
humana y animal.

Ademas, los resultados obtenidos demuestran que estas técnicas en
la practica resultan complementarias de los métodos convencionales de diag-
nostico, mejorando la especificidad y sensibilidad para el diagnéstico de
Paratuberculosis y Tuberculosis bovina utilizando macroarreglos de proteinas.

Pero dejemos ahora a la Dra. Maria Isabel Romano que nos hablara en
representacion del grupo de investigadores, para que nos resuma la significancia
del trabajo realizado.

Nuestras felicitaciones a los investigadores responsables.

Muchas gracias.
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Disertacion de la Dra. Maria |. Romano en representacion
de los autores del trabajo.*

Desarrollo de nuevas técnicas biotecnolégicas para el
diagnostico y prevencion de enfermedades bacterianas
de rumiantes.

Sr. Presidente de la Academia Nacional de Agronomia y Veterinaria,
Sr. Representante de la Fundacion «Pérez Compancy,

Sres. Miembros del Jurado,

Colegas y amigos,

Senoras y sefores:

Ante todo saludo y agradezco en nombre propio y de mis companeros de traba-
jo, la presencia del amable auditorio y a la Fundacién Pérez Companc y a la
Academia Nacional de Agronomia y Veterinaria la concesién de este importante
premio que seguramente estimulara nuestras tareas

INTRODUCCION
Situacién actual de la tuberculosis bovina en la Argentina.

La Tuberculosis bovina es una zoonosis producida por el Mycobacterium
bovis (M. bovis). A pesar de que el huésped primario es el bovino, otras espe-
cies de interés econdmico, como cerdos, son infectados con M. bovis. Esta
micobacteria junto con M. tuberculosis, M. africanum y M. microti pertenecen a un
grupo relacionado llamado M. tuberculosis complex.

La tuberculosis bovina es considerada una de las zoonosis mas im-
portantes. Se ha estimado que aproximadamente 7000 nuevos casos de tuber-
culosis humana por afo son causados por infeccion con M. bovis (1). El bacilo
infecta especialmente a aquellos que estan en contacto con animales infecta-
dos (trabajadores de frigorificos, tamberos, veterinarios etc.). Este bacilo causa
en el ganado una enfermedad similar a la tuberculosis humana conduciendo a
una baja produccion de leche y carne. Las pérdidas en la produccion de carne
se deben a decomisos de 6rganos y carcazas afectadas por lesiones sospe-
chosas de tuberculosis. En la Argentina se produce por lesiones tuberculosas
un 5% de decomisos anuales sobre la media de 10.703.064 bovinos faenados
anualmente, segun estadisticas de los afios 1975 a 1981. Esta evaluacion fue
hecha por los decomisos realizados en los 158 establecimientos de sacrificio
con inspeccion veterinaria nacional (2). La incidencia del decomiso de carnes

Autores: Gabriela Echeverria’, Diego |. Etchechoury', Andrea Gioffre!, Fernando Paolicchi?,
Angel Cataldi', Maria Isabel Romano'.

Lugar de trabajo: 'Instituto de Biotecnologia, CICVyA, INTA Castelar. 2Sanidad Animal EEA-
Balcarce. INTA Balcarce.
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produce una pérdida directa anual de 9 millones de délares (2). Esta informa-
cion es sesgada y ademas no aporta datos exactos de la prevalencia de la
tuberculosis bovina en la Argentina, porque los bovinos sacrificados son en su
mayoria animales jovenes que pueden aun no presentar lesiones tuberculosas
y ademas no representan la poblacion bovina total del pais. La poblacion bovina
restante, representada por los bovinos lecheros, es la que tiene mayor inciden-
cia de tuberculosis. Asi mismo hay que tener en cuenta que falta estimar el
numero y estado sanitario de los animales sacrificados sin inspeccion veterina-
ria oficial. Una encuesta tuberculinica realizada en nuestro pais en 1972 arrojo
una prevalencia media de esta enfermedad por animal del 4,3%, con un porcen-
taje de rodeos infectados del 38% (3). Las ultimas encuestas tuberculinicas
realizadas en algunas regiones del pais indican que la prevalencia de la enfer-
medad bajo a 1.5%, pero no existe una encuesta realizada a nivel nacional
actualizada.

Diagnostico de la Tuberculosis bovina

La técnica diagnéstica por excelencia que se ha utilizado en nuestro
pais para controlar esta enfermedad, es |la prueba de la tuberculina. Esta prueba
detecta fendmenos de inmunidad celular, basandose en una reaccién de hiper-
sensibilidad de tipo retardado, que da lugar a una reaccion inflamatoria con
importante infiltracion celular en la dermis. Esta reaccién tiene lugar localmente
después de la inyeccion intradérmica de la tuberculina y se considera como
reactor positivo al animal que presente mas de 5mm de incremento en el grosor
de la piel a las 72 horas de realizada la tuberculinizacion. La tuberculina PPD es
sin duda alguna el antigeno micobacteriano mas importante. La PPD o “deriva-
do proteico purificado” es una preparacién que consiste en proteinas liberadas
al medio de un cultivo en fase estacionaria. Uno de los inconvenientes del uso
de la PPD en el diagnéstico es la aparicion de reactores falsos positivos, debido
a que muchos de los antigenos micobacterianos son altamente conservados,
no solo dentro del género Mycobacterium sino también en un amplio rango de
otras especies bacterianas. A los falsos negativos se los ha descripto asocia-
dos principalmente a: 1) desensibilizacién post-tuberculinizaciéon, se ha com-
probado que este estado se produce hasta los 56 dias de la inyeccion de
tuberculina; 2) anergia en estados de enfermedad severos o generalizados. Las
investigaciones en el campo del diagnéstico se estan focalizando hacia el me-
joramiento de los métodos de diagnéstico a través del estudio de nuevos
antigenos “candidatos” que reemplacen con éxito a la PPD y que puedan ser
usados en ensayos inmunolégicos. Otra prueba que mide inmunidad celular y
se utiliza para el diagnostico de tuberculosis, es la prueba que mide la libera-
cion de gamma interferon (4). Esta prueba se comercializa en forma monopélica
y resulta muy cara para los productores en nuestro pais.

Una relacion inversa fue descripta en tuberculosis entre respuesta ce-
lular y humoral; esta ultima se detecta en los casos avanzados de la enferme-
dad (5). A pesar de esto la medicion de anticuerpos anti M. bovis es interesante
por varias razones: 1) la deteccién de estos anticuerpos puede identificar ani-
males anérgicos a la tuberculina, en estados avanzados de la enfermedad y de
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esta forma complementar el diagnéstico de la tuberculina; 2) un test que detecte
anticuerpos puede establecer el estado de un establecimiento caracterizado
por resultados dudosos cuando se aplica la tuberculina; 3) animales con PPD
positiva y con serologia positiva a varias antigenos, indicaria que son positivos,
aun en ausencia de aislamiento; 4) es un analisis rapido, en la que se puede
utilizar el suero obtenido para otros tests (brucelosis, fiebre aftosa etc.) y de esta
forma establecer el estado sanitario de una regién o establecimiento; 5) se
pueden usar soportes sélidos a los que se adicionan antigenos de M. bovis y
otros antigenos, de otros patogenos, para la deteccion simultanea de varias
enfermedades .

La seleccion de un antigeno y su aplicacién en pruebas serolégicas, tal
como el ELISA, para el diagnéstico de tuberculosis, no ha resultado un ensayo
de considerable especificidad y sensibilidad (6). Pero pruebas basadas en la
deteccion de varios antigenos simultaneamente pueden mejorar estos
parametros, ya que la combinacién de varios antigenos puede cubrir las
variaciones en la respuesta a antigenos de los animales con tuberculosis. De
esta forma, el diagnostico de la enfermedad con tuberculina puede ser comple-
mentado con otro método de diagndstico. Esto puede ser de gran utilidad, sobre
todo en etapas avanzadas de la campafa, para monitorear el estado serolégico
de los establecimientos y regiones consideradas libres de la enfermedad.

Situacion actual de la Paratuberculosis bovina en la Argentina.

La Paratuberculosis o enfermedad de Johne es una enfermedad infec-
ciosa caracterizada por una enteritis cronica que resulta en un deterioro progre-
sivo que conduce eventualmente a la muerte del animal enfermo. Afecta princi-
palmente al ganado bovino, ovino y caprino, siendo también susceptibles otros
rumiantes tales como camélidos, ciervos y bufalos. La paratuberculosis es pro-
ducida por M. avium subsp. paratuberculosis (M. paratuberculosis). Se sospe-
cha que este bacilo juega un rol en la enfermedad de Crohn en el hombre (7). En
las figuras 1, 2, 3 y 4 se muestran algunas evidencias sobre el rol de M.
paratuberculosis en la enfermedad de Crohn. Esta enfermedad produce una
ileocolitis granulomatosa crénica que afecta a adultos y jovenes, caracterizada
por diarrea, fiebre y dolor abdominal intermitente. M. paratuberculosis podria
transmitirse al hombre por ingestién de leche cruda, asi como por ingestion de
leche pasteurizada, debido a que ha sido demostrada la resistencia térmica de
esta micobacteria a la pasteurizacion.

En la Argentina los datos recogidos a nivel regional por el sistema de
diagnostico del EEA-INTA Balcarce, mostraron seroprevalencias de esta enfer-
medad que varian entre 2.5 y 51.5 %, segun la regién del pais analizada. Con
alta prevalencia en las regiones de las cuencas lecheras, donde los porcenta-
jes de establecimientos afectados, por partido, varian entre 14.4% y 43.7% (8).
Esta enfermedad causa importantes pérdidas econémicas a los productores y
a la industria (lactea y carnica), y desvalorizacion de los productos y subproductos
de origen animal en los mercados internacionales. La paratuberculosis es una
enfermedad conocida por los productores, pero en algunas regiones de nues-
tro pais y paises vecinos, no se conoce aun la situacion epidemiolégica de esta
enfermedad.
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Con los datos de seroprevalencia segun estudios realizados en la EEA-
INTA Balcarce, se realiz6 una estimacion preliminar de las pérdidas economi-
cas de la paratuberculosis, en lo referente al valor bruto de la produccion, refle-
jando pérdidas que afectan tanto a productores ganaderos como a los sectores
involucrados en la comercializacion y flete, o que arrojé una pérdida de 22
millones de dolares para la zona de cria de la Cuenca del Salado y de 6.3
millones de délares para la Cuenca Lechera de la provincia de Buenos Aires. En
este analisis no se consideraron pérdidas adicionales por pérdidas en las ex-
portaciones.

Diagndstico de la Paratuberculosis bovina

El diagnéstico de certeza de Paratuberculosis es el aislamiento del M.
paratuberculosis. Pero este es un microorganismo con dificultades para su
crecimiento, entre otras causas debido a que es dependiente del agregado al
medio de cultivo de un sideréforo, la micobactina. En medios enriquecidos con
micobactina el crecimiento es lento, requiriendo el aislamiento primario entre 2
y 4 meses y el sub-cultivo entre 3 y 6 semanas (10). La morfologia de las colo-
nias de M. paratuberculosis es muy similar a la de otras micobacterias de creci-
miento lento, tales como Mycobacterium avium y Mycobacterium intracellulare.
Las técnicas bioquimicas que se utilizan para identificar a la mayoria de las
micobacterias, no pueden ser aplicadas a M. paratuberculosis. La falta de carac-
teristicas particulares y especificas que permitan diferenciar las especies de
micobacterias de crecimiento lento, confunde muchas veces la correcta clasifi-
cacion de las mismas. El aislamiento de M. paratuberculosis se realiza princi-
palmente a partir de muestras de materia fecal o leche. El cultivo a partir de esta
ultima muestra resulta particularmente dificil por el nimero bajo de organismos
que elimina por leche el animal enfermo, los cuales son en gran parte destrui-
dos con los métodos de decontaminacion aplicados a las muestras, previos al
cultivo (11). Los métodos inmunologicos que se utilizan para el diagnostico de
esta enfermedad son las pruebas de: ELISA, inmunodifusion en gel de agar
(IDA) y el test que mide la liberacion de gamma interferén.

Debido al incremento en los casos clinicos de Paratuberculosis que se
observan en nuestro pais y la alta seroprevalencia observada y a la posible
naturaleza zoonotica de esta enfermedad, es necesario implementar un progra-
ma de control. Para esto es necesario evaluar diferentes técnicas para diagnos-
tico de paratuberculosis. Con el objeto de mejorar los métodos inmunolégicos
de diagnostico se construyo en nuestro laboratorio una biblioteca de expresién
de M. paratuberculosis, a partir de la cual se han identificados y caracterizado
varios antigenos del bacilo. Estos antigenos son los que utilizamos en los
macroarreglos de proteinas para diagnéstico de paratuberculosis.

OBJETIVO DEL ESTUDIO
Caracterizar antigenos de M. bovis y M. paratuberculosis para disefiar un

macroarreglo de proteinas, que sera utilizado para analizar rodeos infectados
con estas micobacterias.
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METODOLOGIA

1- Construccién y analisis inmunolégico de una biblioteca de expresiéon de M.
bovis y M. avium subsp. Paratuberculosis.

Se describieron fracciones de extracto celular y sobrenadante de cultivo .
de M. bovis, que son reconocidas por animales con tuberculosis (12). Luego de
ese primer analisis, para profundizar el reconocimiento, identificando exacta-
mente los antigenos implicados, se construyeron bibliotecas de expresién (13,
14, 15). Brevemente, ADN de M. bovis y de M. avium subsp. paratuberculosis
fueron utilizadas para construir una biblioteca de expresién en lambda ZAPII
(Stratagene, La Jolla, CA USA). EI ADN cromosomal fue digerido con Eael y
ligado a el vector Lambda-ZAPII el cual habia sido digerido con Nofl. Para anali-
zar esta biblioteca, replicas fueron transferidas a nitrocelulosa y los filtros fueron
bloqueados con leche al 5% en buffer TBS y luego incubados por 3 hs. con suero
de animales infectados (diluido 1/100). Los filtros fueron lavados 3 veces con el
buffer TBS y los positivos visualizados con fosfatasa alcalina conjugada con IgG
anti bovina. El desarrollo de color se inicia con los siguientes substratos: 5-
bromo-4-chloro-3-indolylphosphate (BCIP) y toluidinum nitroblue tetrazolium
(NBT) (Promega Corp. Madison WI, USA). En las réplicas la escision de los
fagos resulta en clones recombinantes en pBluescript, los cuales fueron
secuenciados usando Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Core (Applied
Biosystem) y aplicados en un secuenciador ABI 377 (Applied Biosystem) utili-
zando las facilidades de secuenciacion de INTA Castelar.

2-Expresiony purificacion de los antigenos seleccionados.

Se seleccionaron para expresar y purificar y aquellos antigenos de M.
bovis y M. paratuberculosis que demostraron ser potencialmente utiles para
utilizar en ensayos que midan respuesta humoral. Los antigenos selecciona-
dos de la biblioteca de expresién de M. bovis fueron: TRB-B, TPX, Rv2624c,
Rv3747, L7/L12 y los de M. paratuberculosis fueron: bactoferritina, m860 y Ipp24.
Otros antigenos utilizados en los macroarreglos de proteinas fueron antigenos
caracterizados por otros grupos, tal como los antigenos inmunodominantes de
M. bovis MBP70, MBP64, MBP83 y ESAT-6, y el antigeno inmunodominante de M.
paratuberculosis P34. El sistema que se utilizaran para la expresion y purifica-
cion de los antigenos fue el sistema pRSET. EI pRSET es un vector con el cual se
consigue alta expresion en bacterias del gen clonado, en fase con el promotor
T7. Una secuencia corta le da estabilidad al transcripto y una secuencia
terminadora asegura la eficiente terminacion de la transcripcion. El plasmido
contiene un dominio que codifica para una cola de aminoacidos histidina, esto
permite expresar la proteina de interés como proteina de fusiéon y facilita
substancialmente la purificacion de la proteina recombinante dado que las
polihistidinas se unen con alta afinidad a las matrices que tienen metales
quelantes. Ademas la cola de histidinas puede removerse por clivaje especifico
con trombina. Los pasos seguidos fueron: Obtencién de ADN codificante de
los antigenos seleccionados por PCR: El gen que codifica para las proteinas
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antigénicas seleccionadas, fue amplificado mediante la reaccion de PCR. Para
el disefio de los oligonucleétidos 5 ‘ y 3 ‘, se tubo en cuenta las secuencias
consenso necesarias para asegurar la correcta traftscripcion y traduccion del
gen. Clonado del gen de interés: El gen de interés fue clonado en algunos de
los reading frames provistos por el vector para permitir la expresion de una
proteina funcional. Con este vector recombinante se transformo6 E. coli compe-
tentes. Secuenciacion de ADN: Para determinar la integridad de los genes
clonados, se secuenciaron los plasmidos recombinante por el método de
secuenciacion directa con dideoxinucleétidos. Se utilizo el kit de la enzima
Secuenasa y 35S dATP como nucledtido radioactivo. Induccion de las células
transformadas: Las células transformadas con pRSET se crecieron ON y luego
una dilucién 1/100 se creci6 hasta D.0.600 =0.6 y se agrego IPTG a una concen-
tracion final de 1mM a diferentes tiempos para su induccion. Para cada proteina
se determino el tiempo de induccion necesario para obtener una maxima expre-
sién de proteinas. Para lo cual 1 ml de cada cultivo inducido a diferentes tiempos
fue centrifugado y el pellet resuspendido en loading buffer y sembrado en un gel
de polyacrilamida, el gel se tind con coomassie blue para ver que tiempo corres-
ponde a la maxima induccién. Purificacién de la proteina recombinante: Las
proteinas fueron primero aisladas bajo condiciones no desnaturalizantes. Pri-
mero el pellet celular se resuspendié en un buffer fosfato y se le ‘agregd lysozima
a una concentracion final de 100 ug/ml y se incub6é 20 min a 0°C. El lisado fue
congelado en nitrégeno liquido y luego descongelado a37°C, se repitieron es-
tos pasos de congelado descongelado dos veces mas. Se traté el lisado con
Dnase/Rnase a concentracion final de 5 ug/ml por 15 min a 0°C y se removid
estos insolubles por centrifugaciéon. Luego la purificacion se realizo utilizando
una columna de afinidad que une especificamente la cola de histidinas de la
proteina de fusion. Extractos proteicos se sembraron en la columna de afinidad,
la cual fue lavada para eliminar todas las proteinas celulares que no tenian
afinidad por el quelante de la matriz. Finalmente se eluyé la proteina recombinante
especificamente en presencia de imidazol y se colectd fracciones. Se leyé la
densidad optica de cada fraccion a 280 nm para identificar el pico correspon-
diente a las proteinas. Purificacion fina: Las proteinas purificadas se
electroeluyeron y se determinaron la concentraciones.

3- Evaluacién de los antigenos aplicados en el macroarreglo de proteinas

Los antigenos recobinantes fueron aplicados en una membrana de
PVDF (en tabla 1 se indican los antigenos utilizados) y los sueros de los anima-
les se colocaron en una dilucién 1/100 en sentido perpendicular a la posicion de
loa antigenos. Se evaluaron los antigenos individuales de la tabla 1 y ademas
se incorporé en el macroarreglo: PPD aviar y PPD bovina (PPDa y PVDb = deriva-
do proteico purificado aviar y bovino), proteinas del sobrenadante de cultivo de M.
bovis, extracto total celular de M. bovis y M. paratuberculosis y el antigeno PPA,
que son proteinas protoplasmaticas del complejo M. avium (tabla 1). Se evalua-
ron sueros de animales con tuberculosis, con paratuberculosis y animales sa-
nos (tabla 2).
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RESULTADOS

Se utilizaron en este estudio tres grupos de animales, senalados en la
tabla 2. Aquellos caracterizados en su nombre con la letra a: son animales con
ELISA positivo (usando como antigeno el PPA) y aislamiento de M.
paratuberculosis de materia fecal, con la letra b: son animales PPDb positivos y
con aislamiento de M. bovis y con la letra c: animales PPDb positivos pero sin
aislamiento. Los resultados del grupo a, animales con paratuberculosis, fue-
ron: el suero de varios de estos animales reconocen los antigenos
recombinantes de M. paratuberculosis, P34, bactoferritina, m860 y Ipp24, tam-
bién reconocen el extracto celular de M. paratuberculosis, las proteinas
protoplasmaticas de M. paratuberculosis (PPA) y la PPDa. Pero ademas se ob-
serva que el suero de la mayoria de estos animales reconoce los antigenos de
M. bovis MPB83, ESAT6, RV2624, RV3747, TPX y el extracto celular de M. bovis
y la PPDb (figura 5, 6 y 8).

El suero de la mayoria de los animales del grupo b: animales con
tuberculosis, reconocen a los antigenos recombinantes de M. bovis: MPB83,
ESAT6, RV2624, RV3747 y TPX. También reconocen algunos antigenos de M.
paratuberculosis aunque en forma mas tenue que los animales del grupo a
(figura 5y 8).

Los animales del grupo c: PPDb positivos, sin aislamiento de M. bovis,

responden a MPB83, ESAT6, RV2624, RV3747 (figura 5, 7 y 8) e igual que los del
grupo b reconocen levemente algunas proteinas de M. paratuberculosis.
De los animales sanos, 1 en figura 6 reacciona con el extracto celular de M.
bovis y con el de M. paratuberculosis, y con PPDb y PPA (proteinas
protoplasmaticas de M. paratuberculosis), y 6 animales sanos en la figura 7,
reaccionan con los antigenos recombinantes MPB83, ESAT6, RV3747 y con el
extracto celular de M. bovis, M. paratuberculosis y con PPA.

Para obtener los valores de sensibilidad y especificidad, dividimos los
animales en sanos y enfermos. Se considera animales enfermos aquellos con
PPDb positiva (con tuberculosis) y aquellos ELISA positivo con aislamiento de
M. paratuberculosis en materia fecal (con paratuberculosis).

ENFERMOS SANOS
Reconocen algun antigeno
de la membrana 55 7
No reconocen ningun
antigeno 1 20

Sensibilidad : 98%
Especificidad: 74%
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CONCLUSIONES

~
En el presente estudio se detectaron animales con paratuberculosis o
tuberculosis bovina con una alta sensibilidad utilizando macroarreglos de pro-
teinas, que contienen antigenos recombinantes y fracciones proteicas obteni-
dos de los agentes etiologicos de estas enfermedades.

La ventaja de utilizar macroarreglos de proteinas frente a otras técnicas
serologicas, es que se puede evaluar la respuesta individual del suero de cada
animal a cada antigeno adherido en la membrana y por lo tanto evaluar la hete-
rogeneidad en el reconocimiento de proteinas por los animales infectados, una
caracteristica en las infecciones con micobacterias

El antigeno de M. bovis preferentemente reconocido fue MPB83. Los
animales con paratuberculosis ademas de reconocer antigenos de M.
paratuberculosis, reconocen los antigenos recombinates de M. bovis. Una alta
reactividad cruzada se observa en la respuesta de estos ultimos animales.

Debido a esta reactividad cruzada los macroarreglos de proteina no
permiten un diagnostico diferencial entre paratuberculosis y tuberculosis bovi-
na. Pero esto no es una necesidad en la practica, dado que ambas enfermeda-
des tienen una sintomatologia clinica especifica y los animales asintomaticos
son sospechosos de una u otra enfermedad en base a otros tests de diagnos-
tico, como son la tuberculinizacién con PPDb y el ELISA para paratuberculosis
con PPA (16) y confirmandose el diagnéstico con el aislamiento microbiano.

Los macroarreglos de proteinas son de utilidad para conocer en forma
rapida el estado de los rodeos en diferentes regiones agricola-ganaderas. Es-
tos macroarreglos de proteinas podrian asistir a las campanas de control y
erradicacion de estas enfermedades, indicando si las regiones declaradas Ii-
bres conservan ese estado, o en el caso de serologia positiva para micobacterias,
indicarian la necesidad de establecer que micobacterias infectan y aplicar me-
didas de control.

Nada mas por el momento y nuevamente agradecemos vuestra aten-
cion y la concesion de este valioso premio que nos estimulara para proseguir
las investigaciones.
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Tabla1

Antigenos aplicados en las membranas

Nombre en
{a membrana

Antigeno

Referencia

e mb Extracto celular de M. bovis
s mb Sobrenadante de cultivo de
M. bovis

ppdb PPD bovina (PPDb) Derivado proteico purificado de M.
bovis

m 64 MPB 64 Yamaguchi et al., 1989 (17)

m 70 MPB 70 Matsumoto et al., 1995 (18)

m83c MPB 83 zona codificante Wiker et al., 1998 (19)

m83s MPB 83 con secuencia senal

e6 ESAT6 Sorensen et al., 1995 (20)

rv2624 RV2624 Caracterizado en nuestro laborato-
rio, en la biblioteca de expresién de
M. bovis

rv3747 RV3747 idem

tpx TPX idem

trbb TRBB idem

L7L12 L7L12 idem

ppda PPD aviar (PPDa) Derivado proteico purificado de M.
avium

ppa PPA Proteinas protoplasmaticas de M.
paratuberculosis

p34 P34 De Kesel et al., 1993 (21)

bf bactoferritina BF Caracterizada en nuestro laborato-
rio en la biblioteca de expresién de
M. paratuberculosis.

m860 m860 idem

Ipp24 Ipp24 idem
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Tabla 2

Animales cuyos sueros se utizaron en los macroarreglos de proteinas

Animal (figura | Resultados de ELISA-PPA,

donde se . .
encuentra) tuberculina-PPDb y cultivo

Antigenos que reconocen

[a5111 (figura 5)]a = ELISA-PPA positivos, con | e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6,
aislamiento en materia fecal| Rv3747, TPX, PPDa, P34, BF, m860
de M. paratuberculosis

a5144 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV3747, TPX, PPDa, P34, BF, m860

a4719 Y “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV2624, RV3747, TPX, PPDa, PPA,
P34, BF, m860

a5402 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV2624, RV3747, TPX, PPDa, PPA,
P34, BF, m860

a4595 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS6,
RV2624, RV3747, TPX, PPDa, PPA,
P34, BF, m860

a4785 . “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV2624, RV3747, TPX, P34, BF, m860

a4574 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV2624, RV3747, TPX, PPDa, PPA,
P34, BF, m860

b208 “ b = PPDb positivas, con aisla{ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
miento de M. bovis RV2624, RV3747, TPX, PPDa, PPA,
P34, BF, m860

b209 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6,
RV2624, RvV3747, TPX, PPDa, P34, BF,
m8e60

b203 n “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV3747, PPDa, P34, BF, m860

b205 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV3747, PPDa, P34, BF

b204 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV3747, PPDa, P34, BF, m860

b207 * “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV3747, PPDa, P34, BF
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b206

e mb, MPB83 s, ESAT6, RV3747, BF.

c16 c = PPDb positivas, sin aisla-|e mb, PPDb, MPB83 s, RV3747, PPDa,
miento P34
c2721 “ “ MPB83 s, ESAT6
c2589 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6,
RV2624, RV3747, TPX, PPDa, PPA,
P34, BF
c2710 “ “ TPX
c78 “ “ MPB83 s, ESAT6
c1001 “ “ e mb, PPDb, MPB64, MPB83 s,
RV3747, PPDa, PPA, P34, BF
a4491 (figura | a = PPDb negativas, con e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
6) aislamiento en materia fecal | RV2624, RV3747, e mpt, PPA, P34
de M. paratuberculosis
@498t — ¢ ) ) ) )
RV2624, RV3747, e mpt, PPA, P34
a210 « “ MPB83 s, ESAT6, RV2624, RV3747,
TPX, e mpt, PPA, P34
a4713 “ “ MPBB83 s, ESAT6, RV2624, RV3747,
TPX, e mpt, PPA, P34
a4719 “ “ e mb, PPDb, MPB3 s, ESAT6, RV2624,
RV3747, TPX, e mpt, PPA, P34
a4545 “ “ e mb, PPDb, MPB3 s, ESAT6, RV2624,
RV3747, TPX, e mpt, PPA, P34
a4955 “ “ e mb, PPDb, TPX, e mpt, PPA, P34
b208 “ b = PPDb positivas, con aisla-|e mb, PPDb, TPX, e mpt, PPA,
miento de M. bovis
209 “ PPDb negativas, sin aisla- ninguno
miento
203 “ “ ninguno
205° “ “ ninguno
204 “ " ninguno
207 “ “ ninguno
[ 206 v “ ninguno
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57 ninguno
81 “ “ ninguno
775 “ “ e mb, PPDb, e mpt, PPA
4253 “ “ ninguno
751 “ “ ninguno
6025 “ “ ninguno
100 s “ ninguno
4991 (figura 7) “ ninguno
4961 “ “ ESAT6, RV3747
210 “ * ninguno
4713 “ " ninguno
4719 “ MPBB83 s, ESAT6
4545 ¢ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, e mpt,
PPA
4955 © “ ninguno
208 “ “ ninguno
209 “ “ ninguno
203 “ “ e mb, MPB83, ESAT6, RV3747, e mpt
205 “ “ e mb, MPB83, ESAT6, RV3747, e mpt
204 " “ ninguno
207 “ " ninguno
206 “ “ MPB83, ESAT6
c57 “ ¢ = PPDb positivas, sin e mb, PPDb, e mpt, PPA
aislamiento
c81 . “ e mb, PPDb, e mpt, PPA
c775 ¢ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,

RV2624, e mpt, PPA, P34, BF, m860
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c4253 ¢ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, RV2624,
RV3747, e mpt, PPA, P34, BF, m860

c751 “ “ ninguno

c6025 “ MPB83, ESAT6

c100 “ “ e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, e mpt,

PPA, P34, BF, m860

a499 (figura 8)

a = PPDb negativas, con
aislamiento en materia fecal
de M. paratuberculosis

e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV2624, RV3747, TPX, e mpt, PPA,
BF

a496 “

e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV2624, RV3747, TPX, e mpt, PPA

a210 “

e mb, PPDb, MPB83 s, ESATS,
RV2624, RV3747, TPX, e mpt, PPA

a471 “

e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, TRBB,
RV2624, RV3747, TPX, e mpt, PPA,
P34, BF, m 860

a471b *

e mb, PPDb, MPB64, MPB70, MPB83 c,
MPB83s, ESAT6, TRBB, RvV2624,
RV3747, TPX, e mpt, PPA, P34, BF, m
860b, Ipp24

a454 ¢

e mb, PPDb, MPB70, MPB83 ¢, MPB83
s, ESAT6, TRBB, RV2624, RV3747, TPX,
e mpt, PPA, P34, BF, m860, Ipp24

a49s ¢

e mb, smp, PPDb, MPB70, MPBS3 c,
MPB83 s, ESAT6, TRBB, RV2624,
RV3747, TPX, e mpt, PPA, P34, BF,
m860, Ipp24

b = PPDb positivas, con ais-
lamiento de M. bovis

e mb, PPDb, MPB0O, MPB83 c, MPB83
s, ESAT6, TRBB, RvV2624, RV3747, TPX,
e mpt, PPA, P34, BF, m860, Ipp24

e mb, PPDb, MPB70, MPB83 s, ESATS,
TRBB, RV2624, RV3747, TPX, e mpt,
PPA, P34, BF, m860, Ipp24

b10 .

MPB83 s, ESAT6, TRBB, RV2624,
RV3747, TPX, e mpt, PPA, P34, BF,
m860, Ipp24
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b14

PPDb, MPB64, MPB70, MPB83 s,
ESAT6, TRBB, RV2624, RV3747, TPX,
L7L12, PPA, P34, BF, m860, |pp24

b7

PPDb, MPB70, MPB83 c, MPB83 s,
ESAT6, TRBB, RV2624, RV3747, TPX,
L7L12, e mpt, PPA, P34, BF, m860,
Ipp24

b12

e mb, PPDb, MPB64, MPB70, MPBS3 c,
MPBB83 s, ESAT6, TRBB RV2624,
RV3747, TPX, L7L12, empt, PPDa,
PPA, P34, BF, m860, Ipp24

b15

MPB83 s, ESAT6, RV2624, RV3747, P34,
BF, m860, Ipp24

c57

¢ = PPDb positivas, sin ais-
lamiento

e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, RV2624,
Rv3747, empt, PPA, P34, BF, m860,
Ipp24

c81

e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, RV2624,
RV3747, empt, PPA, m860, Ipp24

c775

e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, RV2624,
RV3747, empt, PPA, P34, BF, m860,
Ipp24

c42

e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, RV2624,
RV3747, empt, PPA

c75

e mb, PPDb, MPB83 s, ESAT6, RV2624,
RV3747.

c60

e mb, MPB70, MPB83 s, ESATS,
RV2624, RV3747

¢10

e mb, MPB83 s, ESAT, RV2624,
RV3747
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Figura 1 SiMilares Signos
Clinicos

Diarreas
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Debilitamiento
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FIGURA 1 - SIMILARES SIGNOS CLINICOS

Figura2 SlMilar Patologia

Intestino
bovino humano

Engrosamiento
Plegamiento
No-ulceras

FIGURAZ2 - SIMILAR PATOLOGIA
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Figura 3 Similar Histopatologia

tejido

bovino humano

FIGURA3 - SIMILAR HISTOPATOLOGIA

Figura 4 Deteccion por hibridacion In
Situ

En el 70% de los enfermos con Crohn's se ' SR
detecto M. paratuberculosis en intestino A
por hibridacion in situ

l Sechi et al. J. Clin. Microbiol. 39:4514, December 2001.
L . . - - —

FIGURA 4 - DETECCION POR HIBRIDACION IN SITU

299



o

E

o

LOOL O *®
8.0

0LLe o
685¢
lcle o
919
90¢ 9
L0cq
¥0c g
S0cq
€0c g
60c 9
80C g ¢
v.Sv ®
G8lv e
S6SY €
covs e
6LV E
vriG e
LLIG E

ppdb
m 64

m 64

m83c

m83s
eb

rv2624
rv3747

tpx

ppda
ppa
p34
bf

m 860

FIGURAS -

Sc09

LS4
£Gey

Negativos
Mm n ¥ N~ © n
S SRS 855K

602
802 q
556t €
Spsp e
BLLvE
gL e
oize
196 ©
l6tv e

e mb
s mb
ppdb
m 64

m 70

m83c¢c
m 83s
eb

rv2624

rv 3747

tpx

e mpt
ppda

ppa

p34
bf

m 860

FIGURAG -

300



00L O
G209 °
1622
€9er 0
SL4,0
182
PARe
902
102
v02
S0¢
€02
602

SS mm

SYSioy

m—hwe
ELLY
ole
1961
166V

2 mb

s mb
ppdb
m 64
m 70
m 83¢
m 83s
m 83s’
eb
e’
v2624
v3747
tpx

e mpt
ppda
ppa
bf

m 860

FIGURA?Y -

0Lo
09°
G/o
o
G1/9
189
AT
Giq
clq
29
viq
0Lq
9q
69
Seve
yave
qlvye
(VAL
OlLce
96ve
66ve

301

e mb

s mb
m 64
m70
m 83¢c
m 83s
eb
trbb
2624
V3747
tpx
L7L12
e mpt
ppda
ppa
p34

bf

m 860
Ipp24

ppdb

FIGURAB -



