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Resumen

Este trabajo analiza las proteinas séricas de bovinos procedentes de un rodeo con paratuberculosis endémica,
enfermedad infecciosa asociada a diarrea, pérdida de estado corporal, caquexia y muerte. Se comparan los resultados
obtenidos a partir de un grupo de animales positivos a tres pruebas diagnosticas de paratuberculosis con otro grupo
negativo. Las pruebas utilizadas para formar los grupos fueron el cultivo mico-bacteriolégico de materia fecal, la
inoculacién intradérmica con tuberculina aviar y un ELISA indirecto para detecciéon de anticuerpos en suero. La
concentracion de las proteinas séricas y sus fracciones se analizaron mediante colorimetria y electroforesis. Los
intervalos de credibilidad bayesianos fueron estadisticamente diferentes entre los grupos positivo y negativo a las
pruebas diagnosticas, con menores concentraciones de albimina y mayor concentracion de gammaglobulina. La
relaciéon albimina/globulina también present6 diferencias significativas, con disminucion de la relacion en el grupo
positivo. Las fracciones proteicas alfa y beta no presentaron diferencias. La disminucién de albtimina en el grupo de
animales positivos justifica la reduccion de la eficiencia productiva y enfatiza la conveniencia de segregarlos animales
positivos, no solo por las pérdidas econémicas asociada a la enfermedad, sino también como una medida de control
para evitar la difusién de la misma.
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Abstract

Bovine serum proteins were analyzed in sera from bovines from a herd with endemic paratuberculosis, an infectious
disease associated with diarrhea, loss of body condition, cachexia and death. A group of negative animals was
compared with a group of positive animals to 3 diagnostic tests for paratuberculosis (mycobateriological culture of
feces, intradermal inoculation of avian tuberculin and antibody detection by indirect ELISA). Serum protein
concentrations and their different fractions were analyzed by the colorimetric method and electrophoresis. Bayesian
credible intervals were statistically different, with a lower albumin concentration and higher gamma globulin
concentration in the positive group compared to the negative group. The albumin/globulin ratio was also statistically
different with decreased ratio in the positive group. No statistical differences were observed in alpha and beta
protein fractions. The decreased albumin in the positive group partly explains the poor productive performance and
emphasizes the convenience to test and cull positive animals not only to avoid economic losses, but also as a control
measure to reduce dissemination of the disease.

Key words

Bovine paratuberculosis, albumin, globulin, electrophoresis
Fecha de recepcion: 11/03/2019 ANALECTA VET 2019; Julio-Diciembre; 39(2):2-7
Fecha de revision: 13/05/2019 Impresa ISSN 03655 14-8 Electronica ISSN 1514-2590
Fecha de aprobacién: 26/06/2019 doi.org/10.24215/15142590€037


https://orcid.org/0000-0002-9729-6711
https://orcid.org/0000-0001-6698-7416
https://orcid.org/0000-0001-7840-074X
mailto:gmiceli@fcv.unlp.edu.ar
https://orcid.org/0000-0002-2133-6457

Miceli et al.

Introduccion

La paratuberculosis (PTB) bovina es una
enfermedad infectocontagiosa producida por la
micobacteria Mycobacterium avium  subsp.
paratuberculosis (Map) (Over et al., 2011). Los
animales afectados presentan ileocolitis granulo-
matosa de curso cronico. Los signos clinicos més
prominentes en los bovinos consisten en diarrea
progresiva, pérdida de peso y produccion lactea,
emaciacion y muerte (Whitlock & Buergelt, 1996).
La mayoria de los animales se infecta en los
primeros meses de vida, siendo el periodo de
incubacién de la enfermedad de 2 a 8 afios (Koets
et al., 2015). Los terneros se infectan via fecal-oral,
al tomar contacto con los animales enfermos, los
cuales pueden eliminar la micobacteria por la
materia fecal, la leche o el calostro, incluso antes
de presentar signos clinicos (Mortier et al., 2015;
Sweeney, 1996). La forma de controlar la enferme-
dad se basa en el diagnoéstico y la segregacion de
los animales positivos y en la implementacion de
medidas de manejo tendientes a evitar la infeccion
de los animales jovenes (Gautam et al., 2018). No
se conocen tratamientos efectivos y las vacunas
pueden interferir en el diagnostico de la tubercu-
losis (Park & Yoo, 2016), siendo esta ultima la
razébn por la que no estin permitidas, por el
momento, en la Argentina.

Los cambios en las proteinas séricas
pueden indicar procesos patoldgicos no especificos
que afecten higado, rinén y tracto gastrointestinal.
Las proteinas séricas se han utilizado como bio-
marcadores en diversas enfermedades, tales como
bronconeumonias, metritis, mastitis y pericarditis
traumaticas, entre otras. Entre las fracciones pro-
teicas analizadas se encuentran la albimina, la
gammaglobulina y las proteinas de fase aguda
(Tothova et al., 2016). En la PTB bovina, a conse-
cuencia de la enteropatia generada, se produce un
sindrome de malabsorcibn y mala digestion
(Sweeney, 2011) con alteraciones cuantitativas en
las proteinas séricas (Donat et al., 2014; You et al.,
2012).

El objetivo del presente trabajo fue
demostrar si existen diferencias en la concentra-
cion de proteinas y sus fracciones proteicas
analizadas mediante electroforesis en acetato de
celulosa, entre animales positivos y negativos a las
pruebas diagndsticas de PTB bovina.

Materiales y métodos

Se analizaron 16 muestras de suero
seleccionadas de 127 animales pertenecientes a un
establecimiento ubicado en el partido de Magda-
lena, provincia de Buenos Aires, con PTB bovina
endémica. En el mismo, se estad implementando un
plan de control, consistente en el sangrado peri6-
dico para la realizacion de un ELISA indirecto, la
prueba tuberculinica anocaudal con PPD aviar y el
aislamiento de Map. El lote original estaba

compuesto por cinco toros y 122 hembras bovinas
Aberdeen Angus adultas, prefiadas, con cria al pie,
alimentados en pasturas naturales e implantadas.
El plan sanitario estd basado en vacunaciones
anuales para fiebre aftosa, carbunclo, canbunclo
sintomatico y brucelosis; se complementa con
desparasitaciones, tratamientos para la querato-
conjuntivitis y suplementaciéon con cobre, de
acuerdo con el criterio del profesional veterinario
sanitarista. La reposicién del rodeo proviene del
propio establecimiento y de reproductores adqui-
ridos en remates de cabanas.

A partir del suero de los 127 animales se
realiz6 un ELISA indirecto, de acuerdo con lo
publicado previamente por Costanzo et al. (2012).
Brevemente, se utilizd como antigeno un lisado
completo de Mycobacterium avium subsp. avium
cepa D4ER cultivado en caldo glicerinado durante
un periodo de 2 meses. El soma bacteriano filtrado
se inactivd mediante irradiacion gamma a una
dosis de 20 unidades Gray. La lisis del soma
bacteriano inactivado se realizd en un disruptor
celular (Constant Systeminc®, Inglaterra) a una
presion de 40 Kpsi (1000 lb/in?). Posteriormente,
el lisado se centrifugb a 10.000 g durante 20
minutos y el sobrenadante se utiliz6 como anti-
geno lisado completo. Cada uno de los 96 pocillos
de las microplacas de ELISA (Microlon®, Greiner
bio-one, Kremsmiinster, Austria) se sensibilizé con
100 pl del antigeno diluido 1/480 en solucion
tamponada de carbonatos a pH 9, durante 12
horas a 4 °C. Las placas sensibilizadas se lavaron 3
veces con una solucién tamponada de fosfatos con
0,05 % de Tween20 a pH 7,2 (solucién tamponada
ELISA) y se incubaron con 100 pl de los sueros
problema y control diluidos 1/160 en solucion
tamponada ELISA durante 30 minutos a tempera-
tura ambiente. Después de 3 lavados con esta
solucion, se incubaron con 100 ul de conjugado
anti IgG bovina-peroxidasa (Sigma-Aldrich®,
Darmstadt, Alemania) a una dilucién de 1/5000 en
solucion tamponada ELISA durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Por dltimo se realizaron 3
lavados y se agregaron 100 pl de la solucion de
revelado compuesta por 1 mg/ml de ABTS (-2,2
azino-di-[3-ethyl-benzothiazoline-6-sulphonic  a-
cid], Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) en
soluci6on tamponada de citrato a pH 5 y con el
agregado de peroxido de hidrégeno al 3 %.
Transcurridos 30 minutos, se realiz6 la lectura en
un espectrofotbmetro (Labsystem, Multiskan
plus®, Helsinki, Finlandia) con un filtro de 405
nm. Se consideraron positivos los sueros con un
valor igual o superior a 70% con respecto al
control positivo.

Para la prueba tuberculinica se inocul6 en
forma intradérmica, en el pliegue anocaudal
interno, 0,1 ml de PPD aviar en una concentracion
de 0,5 mg/ml (Ceva Salud Animal®, Buenos Aires,
Argentina), utilizando una jeringa semiautomatica
(McLintock Bar Knigth®, Glasgow, Reino Unido);
transcurridas las 72 horas, se realiz6 la lectura
midiendo la diferencia en mm del pliegue cutaneo
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inoculado con respecto al opuesto, utilizando un
calibre de metal, la metodologia previamente
descripta de aplicacién de la tuberculina y de la
lectura sigue las normativas de la Resolucion de
tuberculosis 128/2012 de SENASA (SENASA,
2012). En paratuberculosis, para definir a los ani-
males reactantes a la tuberculina aviar al momento
de la lectura, se consideraron a quienes presenta-
ron alguna diferencia en el pliegue cutaneo segin
lo sugerido por Alvarado Pinedo (2015).

Para el aislamiento de Map en materia
fecal se recolectaron muestras de los 127 animales.
Se colocaron 2 gramos de cada muestra en 30 ml
de agua destilada estéril en tubos de polipropileno
de 50 ml con tapa a rosca, y se agité durante 30
segundos para disgregar el material. Transcurridos
30 minutos de reposo en posicion vertical para
permitir el sedimento del material fibroso, se
transfirieron 5 ml del sobrenadante a otro tubo de
polipropileno conteniendo 25 ml de una soluci6on
al 0,9 % de cloruro de hexadecilpiridinio (Sigma-
Aldrich® Darmstadt, Alemania). Las muestras se
incubaron durante 12 horas a 37 °C. Posterior-
mente, se centrifugaron a 900 g durante 30 minu-
tos, se descart6 el sobrenadante y al sedimento se
agregd 1 ml de una solucién compuesta por caldo
infusién cerebro corazéon diluido al 50 %, con el
agregado de vancomicina 100 mg/ml, acido
nalidixico 100 mg/ml y nistatina 200 mg/ml. Las
muestras se incubaron durante 24 horas a 37 °C.
Por wltimo, se transfirieron 100 pl a un tubo de
vidrio con tapa a rosca conteniendo 4 ml de un
medio de cultivo liquido con micobactina J (Allied
Monitor Inc®, Missouri, Estados Unidos) a razén
de 1 mg/l del medio de cultivo (Stabel, 1997;
Whittington et al., 2013). Las muestras se incuba-
ron durante 2 meses, con tinciones periddicas de
los medios de cultivo liquido, con el método de
Ziehl Neelsen para la observacion de bacilos acido
alcohol resistentes, compatibles con Map.

De acuerdo con los resultados obtenidos
en las pruebas diagnodsticas de PTB bovina de los
127 bovinos estudiados, se seleccionaron 16 anima-
les divididos en un grupo positivo y otro negativo,
para realizar la determinacién en suero de
proteinas mediante colorimetria y electroforesis
(Tabla 1).

Tabla 1. Criterios de seleccién de los 16 animales analizados
para la determinacion de proteinas séricas.

La determinaciéon de proteinas totales y
albimina se realiz6 mediante colorimetria utili-
zando el kit comercial Proti2® (Wiener
Laboratorios S.A.I.C., Rosario, Argentina), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La electroforesis se realizo sobre cintas de
cellogel (2,5x17 cm, 250 pum), sembrandose las
muestras con aplicador semimicro (Chemar®,
Capital Federal, Argentina). Las cintas se coloca-
ron en una cubeta de electroforesis (Labnet
International®, Taiwan) a 35 mA y 200 V en buffer
borato—acetato, pH 8,6 (Biopur® S.R.L., Rosario,
Argentina) (Heer & Margni, 1971). Finalizada la
corrida, las cintas se colorearon con Amido Black
10B, se decoloraron con una soluciéon de agua
destilada, acido acético y metanol 79:79:8,5 ml, se
cortaron las distintas fracciones y se realizd6 su
elusion. Luego, se calcularon los valores de las
fracciones, relacionandolas con el valor de las
proteinas totales.

El anélisis estadistico entre los grupos se
realizo usando el software R version 3.2.3 (R Core
Team, 2015) con el paquete BEST (Kruschke,
2013), una versi6on bayesiana de la prueba de T,
analizando la distribucion posterior de las medias,
tomando como diferencias significativas al interva-
lo de credibilidad bayesiano (ICB) que no contiene
al cero.

Resultados

Las proteinas totales en los sueros del
grupo negativo al aislamiento de Map presentaron
una media de 7,7 g% con un ICB de 6,8 a 8,5 g%.
El grupo positivo al aislamiento de Map presentd
valores de 8 g% con ICB de 7,2 a 8,7 g%, con una
diferencia entre los sueros de 0,3 g% y un ICB de
-0,8 a 1,5 g%; dado que el intervalo contiene al
cero, las diferencias se consideran como no
significativas.

La albtimina en el grupo negativo presento
valores de 5 g%. En el grupo positivo los valores
disminuyeron a 2,8 g% con ICB de 2,6 a 2,9 g%,
con una diferencia significativa de -2,2 g% y un
ICB de -2,6 a -2,8 g%.

La gammaglobulina en el grupo de sueros
procedentes de animales con pruebas diagnosticas
negativas, presentaron una media de 1,3 g%. En el
grupo de animales positivos la media se ubic6 en
3,7 £%, con un aumento significativo de 2,4 g% y
un ICB de 1,5 a 3,3 g%. Estos resultados se

presentan en la Tabla 2.
La relacion albimina/globulina en el
grupo negativo a las pruebas diagnosticas presentd

Resultados de las
Prueba intradérmica
pruebas diagnésticas Prueba de ELISA Cultivo de Map
con PPD aviar

de paratuberculosis

una media de 2. En los sueros positivos la relacion
disminuy6 a 0,5 con una diferencia significativa de

8 positivos 8/8 positivos 6/8 reactantes* 8/8 positivos

8 negativos 8/8 negativos 8/8 no reactantes 8/8 negativos

-1,5 con un ICB de -2,1 a -0,9 g%, como se muestra
en la tabla 2 y en la figura 1, en las que se observa
que el cero se encuentra fuera del ICB.

Tanto en las fracciones proteicas beta
como en las alfa, no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (Tabla 2).

*Los reactantes a la PPD aviar presentaron diferencias de
tamafno de 2 a 6 mm, en el engrosamiento del pliegue cutianeo
(Alvarado Pinedo, 2015).
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Tabla 2. Resultados de las diferencias en las fracciones proteicas entre los grupos de animales positivos y negativos a las pruebas
diagnésticas de paratuberculosis bovina analizados con estadistica bayesiana.

Medias del Medias del Diferencia
Valores de
Proteinas séricas grupo negativoa  grupo positivo entre las
referencia **

PTB (ICB) a PTB (ICB) medias (ICB)
Proteinas totales en g% 7.7 (6.8: 8,5) 8(7,2:8.7) 0,3 (-0.8:1,5) 6-8
Albumina en g%* 5(4,6:5.4) 2.8 (2,6:2,9) -2,2 (-2,6; -1,8)* 3-4
a-globulinas en g% 0,5 (0.3:0.8) 0.4 (0,2:0,6) -0,1 (-0,4:0.2) 0.79
B- globulinas en g% 0,7 (0,1:1,3) 0,9 (0,1;1,7) 0,2 (-0,7; 1,3) 0.96
v- globulinas en g%* 1.3 (1.1: 1,5) 3,7 (2,8:4,6) 2.4 (1,5:3,3)* 1.97
Relacion A/G* 2(1.4:;2.7) 0.5 (0,4; 0,6) -1,5 (-2,1:-0,9)* 0,70 - 0,83

* Diferencia significativa debido a que el intervalo de credibilidad bayesiano (ICB) no contiene al 0, tomando al ICB como limite superior
e inferior con un 95% de credibilidad. ** De acuerdo con Kaneko et al. (2008) y Miceli et al. (2014).

Discusién y conclusiones

Debido al caracter cronico de la
enfermedad, el diagnoéstico de los animales con
PTB requiere del empleo de una serie de pruebas
diagnoésticas repetidas a intervalos regulares
(Meyer et al., 2019). La prueba maés utilizada para
detectar la respuesta inmune humoral representa-
da por los anticuerpos es el ELISA. La mayoria de
los animales positivos a esta prueba son asintoma-
ticos (Collins et al., 2005). Sin embargo, los
resultados obtenidos demuestran que los sueros
analizados mediante electroforesis presentan dife-
rencias en la composicion de las proteinas séricas,
con una franca disminucién de 2 g% en la fraccion
de la albimina en los animales que tienen
anticuerpos contra Map con respecto a los que no
los tienen. La disminucion en la albumina sérica
representa probables consecuencias negativas en el
desempeno productivo de los animales afectados,
como lo demuestra el edema submandibular que
suele acompanar a los animales enfermos, a causa
de una disminucién en la presion oncoética genera-
da por la hipoalbuminemia (Nielsen & Toft, 2008;
Whittington et al., 2017). En la fracciéon de las
inmunoglobulinas la diferencia es de 2,4 g% a
favor de los animales con anticuerpos contra Map
a causa de la respuesta inmune de tipo humoral.
Esta diferencia en los niveles de la albimina y las
inmunoglobulinas altera la relacion albimina/
globulina, generando una disminucion significa-
tiva de -1,5. Esta proporcién resulta de particular
interés, ya que su variacion es indicativa de
disproteinemia; los valores normales se ubican en
un rango de 0,70- 0,83 (Kaneko et al., 1997; Nagy
et al.,, 2015). En nuestro estudio, la relaciéon
albamina/globulina en los animales negativos a
PTB bovina resulté6 mayor a los valores normales
de referencia. Esto pudo deberse a diversos facto-
res tales como estado general, nutricion, edad,
sexo o diferencias metodoldgicas de las pruebas
utilizadas. La PTB bovina es causa de severas
lesiones en el ileon y en el colon, causando un
sindrome de malabsorcion, con disminucién de la
produccion lactea y la ganancia de peso (Sweeney,

2011). En las enfermedades que afectan al tracto
gastrointestinal, como la PTB bovina, la relacién
albimina/globulina se encuentra alterada por la
deficiencia en la albumina y la respuesta inmune
humoral crénica con produccion de inmunoglobu-
linas (Kaneko et al., 2008).

Diferencia de medias

media=-152
100% <0 < 0%
95% HDI
-215 -0.894
r T T T T 1
2,5 2,0 1,5 1,0 0,5 0,0
My = M2

Figura 1. Representacion grafica de la diferencia de medias en
la relaciéon albumina/globulina entre el grupo de animales
positivos 'y negativos a las pruebas diagnosticas de
paratuberculosis. La barra horizontal negra representa el 95%
HDI (Highest Density Intervals) con sus intervalos de
credibilidad bayesiano (ICB) 95% (-2,15, -0,894), el ICB no
contiene al cero; p1: media del grupo 1 (positivos a las pruebas
diagnosticas), u2: media del grupo 2 (negativos a las pruebas
diagnosticas). El 100% de los valores se encuentran a la
izquierda del cero, demostrando una disminucién significativa
en la relacion albiumina/globulina.

Cuando se analizaron las proteinas totales,
no se encontraron diferencias debido a que la
disminucion de la albimina fue compensada con
el aumento de la gammaglobulina; las fracciones
alfa y beta globulinas no presentaron diferencias
con los métodos empleados. Los resultados obteni-
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dos en este estudio aportan informacion original
sobre los niveles cuantitativos de las proteinas
séricas en los bovinos con PTB, permitiendo corre-
lacionarlos con los distintos estadios de esta
enfermedad y con los resultados de las pruebas
diagnosticas utilizadas.

En este estudio, los animales expuestos a
la infeccién con Map, detectados mediante ELISA
y, en 6 de ellos también mediante la reacciéon a la
tuberculina, ademas fueron eliminadores del
agente infeccioso en las heces, tal como Io
demuestran los aislamientos a partir de la materia
fecal. La presencia de bovinos adultos infectados
eliminadores de micobacterias, ponen en riesgo a
los animales jovenes, la categoria mas susceptible
a la infeccién. Los programas de control de la
enfermedad se basan en el diagnoéstico y la
segregacion de los animales positivos (Roussel,
2011). Si los animales positivos no se excluyen de
los establecimientos rurales, se prolonga el tiempo
de los programas de control, con las consecuentes
pérdidas productivas, los costos derivados de las
pruebas diagnosticas y la infeccibn de nuevos
individuos (Shrestha et al., 2018). La deteccién de
animales enfermos en los diferentes estadios
requiere de la realizacion e interpretaciéon de varias
pruebas diagnoésticas. Las pruebas que se utilizan
en forma rutinaria en Argentina son el ELISA y la
tuberculina aviar por las ventajas operativas que
presentan, entre las que se puede mencionar el
costo y, para el caso del ELISA, la facil obtencion
de las muestras (Costanzo et al., 2012). Los
resultados obtenidos demuestran que los animales
detectados mediante estas técnicas, en su mayoria
se encuentran eliminando el agente causal y
presentan alteraciones en sus proteinas séricas, lo
que probablemente afecte en forma negativa la
produccioén, justificando la segregacion de los
animales positivos.
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